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Tato práce se zabývá fyzikální podstatou korekcí elektronového mikroskopu a 
matematickými metodami zpracování obrazu potřebnými pro jejich kompletní automatizaci. 
Jedná se o různé typy ostření, korekci astigmatismu, centrování elektronového svazku či 
stabilizaci obrazu. Mezi popsané matematické metody patří různé metody zjištění ostrosti a 
astigmatismu, jak s použitím Fourierovy transformace, tak bez ní, dále metody detekce hran, 
operace s histogramem a lícování snímků, tedy zjišťování prostorových transformací 
v obraze, včetně zmínky o optimalizačních metodách. Tato práce obsahuje podrobný popis 
matematických metod, jejich zhodnocení na základě testovací „offline“ aplikace, popis 
algoritmů jejich implementace do reálného elektronového mikroskopu a výsledek testu na 
reálném mikroskopu v podobě videozáznamu z obrazovky ovládacího počítače. 
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This thesis describes the physical nature of corrections of an electron microscope and 
mathematical methods of image processing required for their complete automation. The 
corrections include different types of focusing, astigmatism correction, electron beam 
centring, and image stabilisation. The mathematical methods described in this thesis include 
various methods of measuring focus and astigmatism, with and without using the Fourier 
transform, edge detection, histogram operations, and image registration, i.e. detection of 
spatial transformations in images. This thesis includes detailed descriptions of the 
mathematical methods, their evaluation using an “offline” application, descriptions of the 
algorithms of their implementation into an actual electron microscope and results of their 
testing on the actual electron microscope, in the form of a video footage grabbed from its 
control computer‟s screen. 
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Elektronová mikroskopie vznikla na základě potřeby zobrazovat objekty nebo detaily 
řádově menší než vlnová délka viditelného světla, která omezuje světelné mikroskopy. 
Elektronový mikroskop je aktivní zobrazovací systém, který využívá jako primární přenosové 
médium svazek urychlených elektronů ve vakuové trubici.  
Elektronový svazek je potřeba velmi přesně fokusovat do co nejmenší oblasti na 
vzorku. K tomu se využívá poměrně složitá elektromagnetická optická soustava, skládající se 
jak z elektrostatických elektrod, tak z magnetických obvodů s permanentními magnety i 
elektromagnety. Všechny tyto optické prvky jsou zatíženy optickými vadami, které je nutné 
pro správné zobrazení minimalizovat. Některá nastavení, především mechanická, lze provést a 
zafixovat již při výrobě mikroskopu, avšak s postupem technologie směrem k vyšším a 
vyšším rozlišovacím schopnostem se stále zvyšují požadavky na přesnost optických prvků a 
přibývá parametrů, které je nutné nastavovat při každém zapnutí mikroskopu nebo dokonce i 
za běhu mikroskopu, tj. v reálném čase.  
Ke správnému nastavení všech parametrů bývá často zapotřebí odborníka 
s mnohaletou praxí a je zřejmé, že pro uvedení takto pokročilých elektronových mikroskopů 
do sériové výroby je nutné tuto potřebu odstranit a pokud možno všechny korekční procedury 
automatizovat. Většina dnešních elektronových mikroskopů je připojena k běžnému stolnímu 
počítači, který již je hardwarově schopen tyto úkony automaticky provádět. Tato práce se 
zabývá popisem, návrhem a testováním softwarových matematických metod zpracování 
obrazu využitelných při provádění těchto automatických korekcí. 
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2. Rastrovací elektronový mikroskop 
Existuje mnoho typů elektronových mikroskopů, z nichž dva nejdůležitější jsou 
rastrovací (dále SEM – z anglického Scanning Electron Microscope) a transmisní (dále TEM 
– z anglického Transmission Electron Microscope). SEM k zobrazení používá signál 
vytvořený elektrony „vyraženými“ z povrchu vzorku (nízkoenergetické, tzv. sekundární 
elektrony), vzácně i přímo odraženými primárními (vysokoenergetickými) elektrony, zatímco 
TEM nechává elektronový svazek projít vzorkem a modulovaný jej zobrazují dalším 
zobrazovacím systémem.  
Na Chyba! Nenalezen zdroj odkazů. je vyfotografován moderní malý 
nízkonapěťový rastrovací elektronový mikroskop, připojený k počítači. 
 
Obr. 1 Rastrovací elektronový mikroskop (zdroj: Delong Instruments a.s.) 
Charakteristickým rysem rastrovacích elektronových mikroskopů je, že jejich 
výstupem je jednorozměrný proudový signál, z nějž se obraz skládá až dodatečně, dříve na 
stínítku CRT obrazovky a dnes v počítači. Je to tak proto, že svazek primárních elektronů po 
vzorku rastruje, podobně jako právě v CRT obrazovce, a poblíž vzorku se nachází jeden nebo 
více detektorů, které „sbírají“ sekundární nebo odražené elektrony v určitém směru. Z počtu 
detekovaných elektronů v daném čase, tedy odpovídajících danému místu na vzorku, se 
získává např. informace o topologii nebo vodivosti vzorku. Vzorky pro SEM nemusejí být 
tenké, avšak musejí být vodivé, aby bylo možno z povrchu odvádět příchozí elektrony a 
vzorek se lokálně nenabíjel, viz např. Chyba! Nenalezen zdroj odkazů.. 
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Obr. 2 Pozlacený pavouk pro rastrovací elektronový mikroskop (zdroj: Toby Hudson, 
Australian Museum, Sydney) 
2.1 Schéma elektronové optiky SEM 
Design optické soustavy je v každém konkrétním mikroskopu výrazně odlišný, ale 
vždy se řídí jakýmsi základním principem, který lze popsat schématem na Chyba! Nenalezen 
zdroj odkazů.. Hlavními prvky optické soustavy rastrovacího elektronového mikroskopu 
jsou katoda (zdroj elektronů), extraktor (anoda), objektiv (soustava magnetických cívek a 
feromagnetických obvodů), vychylovací (rastrovací) cívky či elektrody, vzorek a detektory. 
Elektrony jsou emitovány z katody na začátku vakuové trubice. Katoda je buď 
žhavená na teplotu umožňující samovolnou termoemisi elektronů (zhruba 1500K) nebo 
využívá tzv. studené emise na základě kvantového tunelovacího jevu (tzv. Schottkyho katoda, 
žhavená na něco přes 1000K). V obou případech musí být hned za katodou obrovský spád 
napětí, který zajišťuje tzv. extraktor, tj. elektroda na zemním nebo mírně kladném potenciálu 
s otvorem uprostřed, který urychlí elektrony ve směru vakuové trubice a jednak působí jako 
primární spojná čočka a jednak filtruje elektrony příliš odchýlené od osy. 
Elektrony ve „svazku“ na sebe vzájemně nijak nepůsobí, protože jejich celkový proud 
je tak malý (řádově pA až nA) a jejich rychlosti tak velké (řádově desítky tisíc km/s), že je 




Obr. 3 Schéma optiky rastrovacího elektronového mikroskopu (zdroj: webové stránky 
Department of Materials Science and Engineering, Iowa State University, 
http://mse.iastate.edu, přeloženo do češtiny) 
Po průchodu extraktorem jsou elektrony fokusovány hlavním optickým prvkem, 
objektivem, který může obsahovat nejrůznější elektromagnetické prvky, ale většinou obsahuje 
magnetický obvod s alespoň jedním permanentním magnetem, který zajišťuje silnou 
magnetickou indukci na jednom místě v ose vakuové trubice (v tzv. gapu), což slouží jako 
hlavní spojná čočka, a s alespoň jednou magnetickou cívkou, kterou lze elektronicky ovládat a 
korigovat tak sílu čočky pro maximální ostrost. Tento optický prvek je však zatížen poměrně 
silnou otvorovou vadou, takže je potřeba zajistit, aby elektronový svazek probíhal co 
nejpřesněji po optické ose. K tomu slouží různé typy elektrických či magnetických deflektorů 
umístěné před nebo uvnitř čočky. Podobně se vedle deflektorů nacházejí v trubici i tzv. 
stigmátory, které upravují astigmatismus elektronového svazku (nerovnoměrné zaostření 
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v obou osách kolmých na optickou osu). Třetí podobnou součástkou ve vakuové trubici jsou 
pak rastrovací cívky či elektrody, které vychylují paprsek od optické osy záměrně proto, aby 
rastroval po vzorku a umožnil modulaci signálu. 
Na konci vakuové trubice se nachází vzorek, který různými způsoby interaguje 
s elektronovým svazkem a kolem něj se nachází mírně kladně nabité detektory elektronů, na 
kterých se vytváří slabý proudový signál. Signál je dále zesílen zesilovačem, jehož parametry 
určují jas a kontrast ve výsledném obraze a je potřeba je také korigovat v závislosti na 
velikosti signálu. 
2.2 Příklady korekčních procedur SEM 
Korekční procedury pro rastrovací elektronové mikroskopy jsou popsány na základě vlastních 
zkušeností a rozhovorů s operátory elektronových mikroskopů ve firmě Delong Instruments 
a.s. 
2.2.1 Hrubé ostření 
Ostrost obrazu, a tím pádem i rozlišení elektronového mikroskopu, záleží především 
na tom, do jak malé stopy na vzorku se podaří objektivu fokusovat elektronový svazek. 
Parametry optické soustavy je potřeba správně nastavit přinejmenším při každém zapnutí 
elektronového mikroskopu. 
Přestože konstrukce objektivu může být různá, většinou se jedná o dva hlavní 
parametry, jimiž se při ostření pohybuje – urychlovací napětí a proud na magnetické korekční 
cívce. Změnou urychlovacího napětí změníme energií, s jakou elektrony vstupují do 
magnetického pole objektivu, čímž změníme jejich trajektorii. Závislost poloměru zakřivení 
trajektorie v daném bodě na rychlosti elektronu můžeme získat z klasické Newtonovské 
pohybové rovnice a skalárního bodového vyjádření Faradayova zákona, viz rovnice 2. 1. až 
2.3. 
                                                
(2.1) 
                  
  
 




             
                             
(2.3) 
kde FM je magnetická síla, FD dostředivá síla, e elementární náboj, v rychlost 
elektronu, B velikost magnetické indukce v daném bodě, φB-v úhel mezi vektorem rychlosti a 
magnetické indukce, m hmotnost elektronu a R poloměr zakřivení trajektorie elektronu 
v daném bodě. 
 Změnou proudu v magnetické korekční cívce pak upravujeme velikost magnetické 
indukce v objektivu. Tuto závislost nelze bez znalosti konkrétního designu magnetického 
obvodu popsat, ale je zřejmé, že závislost existuje a dokonce je ji i možné v okolí určitého 
pracovního bodu linearizovat. 
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Procedura hrubého ostření elektronového mikroskopu tedy spočívá v nalezení 
optimální hodnoty jednoho z parametrů, při které je ostrost obrazu maximální, nebo alespoň 
dostatečná k tomu, aby bylo možno provádět ostatní korekční procedury. Stačí si tedy vybrat 
jeden z parametrů (urychlovací napětí nebo proud v objektivové cívce) a na předem 
stanoveném intervalu najít optimální hodnotu. Vyhodnocení „vhodnosti“ daného nastavení se 
věnuje kapitola 4. 
Při ostření není nutné snímat celou plochu obrazu, ale ostrost lze detekovat i na malém 
výřezu, což proceduru značně urychlí. Metoda určení optimální polohy výřezu je popsána 
v kapitole 2.2.7. 
2.2.2 Korekce astigmatismu 
Korekce astigmatismu se většinou provádí zároveň s ostřením. Astigmatismus může u 
elektronového svazku nastat náhodně, kdykoliv má kterýkoliv optický prvek z nějakého 
důvodu nepatrně odlišné vlastnosti v obou osách kolmých na optickou osu. V obraze se 
astigmatismus projeví odlišným rozmazáním v jednotlivých směrech, nebo, v případě dobrého 
zaostření, se bude jevit jako rozmazání v jednom konkrétním směru (podobně jako rozmazání 
fotografie pohybem). 
Ke korekci astigmatismu se používají tzv. stigmátory, což jsou malé optické prvky, 
většinou se nacházející uvnitř objektivové čočky a obsahující tzv. magnetický kvadrupól, kde 
jsou proti sobě dva severní póly a v kolmém směru dva jižní póly malých magnetických 
cívek. Funkce stigmátoru spočívá v tom, že v závislosti na velikosti a orientaci proudu 
v cívkách svazek mírně fokusuje v jednom směru a naopak defokusuje v kolmém směru. 
Takovéto stigmátory musejí být za sebou dva, otočené vůči sobě o 45°, aby bylo možno 
korigovat astigmatismus ve všech směrech a dosáhnout kruhové stopy (kruhového průřezu 
svazku), což zajistí nejlepší kvalitu obrazu. 
Podobně jako u ostření je tedy úkolem najít takové nastavení stigmátorů (tentokrát se 
však jedná o dva parametry), které zaručí minimální astigmatismus svazku. Vyhodnocení 
astigmatismu se opět zabývá kapitola 4. 
Pro korekci astigmatismu lze také použít pouze výřez z obrazu, viz kapitola 2.2.7. 
2.2.3 Real-time doostřování 
Doostřování v reálném čase je procedura s podobnou funkce jako hrubé ostření, 
případně v kombinaci s korekcí astigmatismu, pouze s tím rozdílem, že se provádí během 
práce na mikroskopu a „neobtěžuje uživatele“, tj. nepozastavuje jeho práci. Procedura také 
předpokládá, že obraz je přibližně zaostřen a není tedy potřeba žádné prohledávání intervalu. 
Doostřování spočívá v tom, že se v pravidelných intervalech měří ostrost (případně i 
astigmatismus) snímků přicházejících z mikroskopu, a když klesne pod stanovenou mez, 
spustí se jemná doostřovací procedura, spočívající např. v sejmutí dvou snímků s ostřícím 
parametrem těsně pod a těsně nad aktuální hodnotou, vyhodnocení jejich ostrosti a následném 
pomalém posouvání parametru směrem k ostřejšímu. 
Procedura využívá stejných metod vyhodnocení ostrosti a astigmatismu jako 
předchozí dvě, viz kapitola 4, a lze u ní taktéž použít pouze výřez z obrazu, viz kapitola 2.2.7. 
16 
2.2.4 Centrování elektronového svazku 
Veškerá elektronová optika uvnitř mikroskopu (tj. elektrody na různém potenciálu a 
magnetické obvody s elektromagnetickými cívkami či permanentními magnety) je 
konstruována tak, aby všechny optické prvky měly jednu společnou optickou osu (osu 
souměrnosti). Cílem centrování elektronového svazku je zařídit, aby svazek elektronů, 
vycházející z katody a procházející optickou soustavou, jí procházel co nejblíže optické osy. 
Posouvání elektronového svazku na optickou osu se provádí pomocí deflektorů, tj. malých 
elektrostatických či magnetických zařízení uvnitř vakuové trubice, která elektronový svazek 
vychýlí pod určitým úhlem, podobně jako rastrovací elektrody/cívky, a o určitou vzdálenost 
dál jej zase vrátí do původního směru, pouze translačně posunutý, rovnoběžně s optickou 
osou. Deflektory musejí být dva, jeden pro každou osu kolmou na optickou osu. 
Vlastností magnetické čočky je to, že elektronový svazek kromě fokusace i spirálovitě 
zatáčí.  Změna některého ostřícího parametru se tedy na obrazovém výstupu projeví jako 
rotace a změna zvětšení obrazu. To, že je svazek „vycentrován“ na optickou osu, poznáme 
tak, že osa rotace a změny zvětšení obrazu se nachází uprostřed obrazu a stačí tedy osu najít a 
posunout svazek tak, aby se ona posunula doprostřed. Avšak vzhledem k tomu, že nastavení 
objektivu se během ostření mění, nemůžeme předpokládat nic o tom, který deflektor posune 
svazek kterým směrem.  
Procedura centrování svazku tedy spočívá v tom, že najdeme osu rotace a změny 
zvětšení obrazu, zkusíme na každý deflektor postupně přivést definovanou jednotkovou 
hodnotu a najít příslušnou novou polohu osy, a nakonec najdeme lineární kombinaci 
nalezených vektorů posunutí, která umístí osu doprostřed obrazu, a na oba deflektory 
přivedeme hodnoty odpovídající jejím koeficientům.  
Nalezení osy rotace a změny zvětšení obrazu se provádí tak, že se sejmou dva snímky, 
při hodnotě ostřícího parametru (urychlovacího napětí nebo proudu v magnetické cívce) těsně 
nad a těsně pod aktuální hodnotou a na tuto dvojici snímků se aplikuje metoda lícování 
snímků uvažující translační posun, rotaci a změnu velikosti. Z těchto nalezených parametrů 
lze dopočítat polohu osy jako polohu bodu, jehož souřadnice se nemění. Metodám lícování 
snímků se věnuje kapitola 5. U této procedury nelze využít výřezu z obrazu, lícování je třeba 
aplikovat na celý obraz. 
2.2.5 Mechanické centrování katody 
Procedura mechanického centrování katody se provádí ze stejného důvodu jako 
centrování elektronového svazku a používá se v případě, že je svazek příliš daleko od osy 
vinou posunutí katody a elektrostatické či magnetické posouvání elektronového svazku zpět 
již není vhodné. 
Centrování probíhá velmi podobným způsobem, jen s tím rozdílem, že místo 
automatického elektronického nastavování deflektorů je potřeba ručně nastavovat polohu 
katody šrouby vyvedenými ven z mikroskopu. Možná v budoucnu budou šrouby obsahovat 
elektronicky ovladatelné motorky, avšak prozatím je potřeba účasti uživatele. Procedura 
spočívá v tom, že na začátku program instruuje uživatele pomocí šipek na obrazovce k tomu, 
aby pohnul postupně každým šroubem na obě strany, detekuje příslušné posunutí osy 
rotace/změny zvětšení v obraze, a poté pomocí týchž šipek uživatele navádí k hýbání takovým 
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šroubem v takovém směru, který směřuje nejblíže k nastavení osy doprostřed obrazu. 
Procedura končí, když je dosaženo nastavení osy doprostřed obrazu s dostatečnou přesností, 
která umožňuje použití automatického centrování elektronového svazku pomocí deflektorů. 
K nalezení osy rotace/změny velikosti se používá stejné metody jako u centrování 
elektronového svazku, viz kapitola 5, a taktéž není možno použít výřez z obrazu. 
2.2.6 Nastavení jasu a kontrastu 
Pro optimální vjem z obrazu je potřeba správně nastavit jas a kontrast. Vzhledem 
k tomu, že signál se často kvantuje pouze na 256 úrovní, a také k tomu, že při špatném 
nastavení je obraz ve většině případů celý černý nebo celý bílý, není možné použít čistě 
softwarové operace s histogramem. Je nutné použít hardwarové nastavení jasu a kontrastu, 
které se nachází před digitálním převodníkem. 
Podmínkou správného nastavení jasu a kontrastu je, že určitý malý počet pixelů 
v obraze má maximální a minimální hodnotu (např. při osmibitovém kódování jsou to 
hodnoty 255 a 0). Počet těchto pixelů s každou extrémní hodnotou musí být větší než 0 nebo 
nějaké definované minimum a menší než definované maximum. To zaručuje, že bude využita 
celá škála digitálního převodníku a zároveň nezůstanou zbytečně neviditelné žádné detaily ve 
světlých ani tmavých plochách. Tato podmínka je však poměrně silně závislá na šumu, 
protože vysoká úroveň šumu posouvá okraje histogramu dále od sebe a tím „stlačuje“ 
informačně hodnotnou část obrazu do šedé oblasti uprostřed histogramu. Šum je tedy potřeba 
odstranit jinými metodami, např. pomalejším rastrováním nebo skládáním snímků. 
Nalezení optimálních hodnot jasu a kontrastu co nejspolehlivěji a v co nejkratším čase 
je poměrně složitá úloha, avšak lze ji urychlit tím, že se ze začátku snímá pouze výřez 
z obrazu, což umožní rychlé nalezení přibližných hodnot a následnou aplikací na celý obraz se 
pouze korigují případy, kdy se mimo výřez nachází výrazně světlejší či tmavší oblast, která by 
tím byla potlačena. Metodou automatického nalezení optimálního výřezu se zabývá kapitola 
2.2.7. 
2.2.7 Automatický výřez 
Při provádění měření ostrosti či astigmatismu nebo nastavování jasu a kontrastu je 
vhodné snímat pouze výřez z obrazu, protože se tím procedury mohou výrazně urychlit. Např. 
při použití výřezu s poloviční délkou strany se čtyřikrát zmenší snímaná plocha a doba 
rastrování se tím sníží na čtvrtinu. Doba výpočtu se může s menším snímkem také výrazně 
snížit, např. při použití FFT se proces urychlí v ještě větším poměru než 4. 
Je však potřeba zajistit, aby výřez neobsahoval nějakou monotónní část vzorku, kde by 
nebylo možné ostrost apod. určit, takže je zapotřebí metoda, která automaticky najde 
„nejzajímavější“ část obrazu, o předem dané velikosti. K tomu se použije detekce hran a najde 
se oblast snímku, kde se nachází hran jednak nejvíce, a také jsou co nejvíce v různých 
směrech (to je důležité např. při detekci astigmatismu). Tuto metodu popisuje kapitola 6. 
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3. Transmisní elektronový mikroskop 
Na rozdíl od rastrovacího elektronového mikroskopu, transmisní elektronový 
mikroskop nechává svazek projít vzorkem a modulovaný jej zobrazuje dalším zobrazovacím 
systémem na stínítko. Existuje i kombinace těchto dvou typů, zvaná STEM (z anglického 
scanning transmission electron microscope, česky rastrovací transmisní elektronový 
mikroskop). STEM umožňuje snímání v obou režimech a získávání dalších informací, 
například detekci těžkých atomů podle úhlu rozptýlení primárních elektronů. Jeho elektronová 
optika má však stejný princip jako u TEMu, takže pro účely popisu korekcí postačí dva 
základní typy, SEM a TEM. 
Na Chyba! Nenalezen zdroj odkazů. je vyfotografován malý nízkonapěťový 
transmisní elektronový mikroskop LVEM 5 firmy Delong Instruments a.s., umožňující i 
rastrovací a kombinovaný mód snímání. 
 
Obr. 4 Transmisní elektronový mikroskop (zdroj: Delong Instruments a.s.) 
Charakteristickým rysem transmisních elektronových mikroskopů je, že elektronová 
optika se nachází před i za vzorkem a na konci vakuové trubice je stínítko, na kterém se 
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vytváří světelný obraz. Na ten se lze dívat buď očima skrz běžný světelný mikroskop, nebo jej 
snímat speciální digitální kamerou a přenášet do počítače. Obojí je vidět na Chyba! 
Nenalezen zdroj odkazů. v horní části (elektronový svazek v tomto mikroskopu putuje 
poněkud netypicky zespoda nahoru).  
Vzorky pro TEM musejí být velice tenké, obzvláště u moderních nízkonapěťových 
mikroskopů (s urychlovacím napětím nižším než 5 kV), kde je vyžadována maximální 
tloušťka vzorku v řádu stovek nanometrů. Výhodou těchto mikroskopů je však vyšší kontrast 
v obraze, protože nízkoenergetické elektrony jsou strukturou vzorku ovlivněny více než 
vysokoenergetické. 
 
Obr. 5 Obraz z transmisního elektronového mikroskopu a jeho zpracování v PC (zdroj: 
Delong Instruments a.s.) 
3.1 Schéma optiky TEM 
Základní princip optické soustavy transmisního elektronového mikroskopu lze popsat 
schématem na Chyba! Nenalezen zdroj odkazů.. Hlavními prvky jsou (odspodu): katoda 
(zdroj elektronů), kondenzor (elektromagnetická čočka fokusující svazek elektronů), vzorek, 
objektiv (elektromagnetická čočka, zvětšující obraz) a stínítko. 
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Obr. 6 Schéma optiky transmisního elektronového mikroskopu (zdroj: Delong 
Instruments a.s., přeloženo do češtiny) 
První část optické soustavy je podobná jako u rastrovacího mikroskopu. Elektrony 
jsou emitovány ze žhavené katody na začátku vakuové trubice a hned za katodou je obrovský 
spád napětí, který urychlí elektrony ve směru vakuové trubice. 
 V první části vakuové trubice se nachází optická soustava podobná té 
z rastrovacího mikroskopu, která má za úkol fokusovat elektronový svazek do oblasti blízko 
vzorku a na svém začátku i konci má deflektory, tj. soustavy malých magnetických cívek, 
které vychylují či posouvají elektronový svazek např. v případě, že katoda není přesně 
„vycentrována“ s optickou osou kondenzoru, nebo kondenzor s objektivem. 
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Blízko místa křížiště elektronového svazku se nachází zkoumaný vzorek a hned za 
ním druhá elektromagnetická čočka, objektiv. Objektiv pracuje s velkými aperturními úhly a 
mění je na malé. Právě kvůli velkým úhlům v objektivu je tato čočka zatížena největší 
otvorovou vadou, jejíž korekce jsou stále předmětem výzkumu a mohou posunout rozlišení 
mikroskopu směrem k atomární úrovni. 
Elektronový svazek za objektivem může být zpracován dalšími čočkami v soustavě 
zvané projektiv, umístěné těsně před stínítkem a sloužící pouze k dalšímu zvětšení obrazu. 
Vzájemná poloha objektivu a projektivu je taková, že objektiv zaostří „elektronový obraz“ do 
určité roviny mezi těmito dvěma prvky a projektiv potom obraz z této roviny zobrazuje dále. 
Na stínítku se obraz tvořený dopadajícím elektronovým svazkem přemění na světelný obraz, 
který poté zpracovává běžná světelná optika. 
3.2 Příklady korekčních procedur TEM 
Korekční procedury pro transmisní elektronový mikroskop jsou popsány na základě 
literatury [2] a rozhovoru s operátory elektronových mikroskopů ve firmě Delong Instruments 
a.s. 
3.2.1 Ostření 
Ostřením u transmisního elektronového mikroskopu nerozumíme fokusování 
elektronového svazku do co nejmenší stopy na vzorku, jako je tomu u SEMu, ale především 
zaostřování obrazu přenášeného svazkem po průchodu vzorkem na stínítko. Cílem zaostření 
je, aby jeden bod vzorku byl zobrazen na co nejmenší plochu na stínítku.  
Na Chyba! Nenalezen zdroj odkazů. je znázorněno schéma druhé části optiky 
TEMu. Vlevo (před vzorkem) je znázorněno „osvětlení“ vzorku primárním elektronovým 
svazkem a vpravo zobrazení jednoho bodu vzorku na stínítko. Je vidět, že projektiv (poslední 
čočka nebo soustava čoček na cestě svazku) zobrazuje obraz vytvořený objektivem v tzv. 
první obrazové rovině. Projektiv manipuluje se svazkem již zvětšeným, tudíž aperturní úhly 
jsou malé (ve skutečnosti mnohem menší než na obrázku) a hloubka ostrosti je tedy velká a 
soustava není tak náchylná na chybu. Pokud i objektiv necháme staticky nastaven, pak vlastně 
bude zobrazovat obsah určité pevně dané předmětové roviny do již zmíněné obrazové roviny. 
Úkolem ostřící procedury tedy je umístit zajímavou část vzorku do předmětové roviny 
objektivu, kde je vinou velkých aperturních úhlů velmi malá hloubka ostrosti (hloubka 




Obr. 7 Schéma ostření transmisního elektronového mikroskopu 
Způsobem, jak toho dosáhnout, je mechanický posun vzorku uvnitř vakuové trubice, 
ve svislé ose. Pokud mikroskop obsahuje elektronicky ovládaný motorek na posun vzorku ve 
svislé ose, procedura může automaticky projet vzorkem určitý předem daný interval poloh a 
najít polohu s nejvyšší ostrostí obrazu. Vzhledem k nenulové tloušťce vzorku lze 
předpokládat, že ideální ostrost obrazu nebude v jednom bodě ale v určitém krátkém intervalu 
poloh (když předmětová rovina objektivu prochází různými hladinami vzorku), takže ostření 
považujeme úspěšné při dosažení kterékoliv polohy z tohoto intervalu. Metody měření 
ostrosti popisuje kapitola 4. 
3.2.2 Centrování elektronového svazku 
Může se stát, že optická osa kondenzoru (optické soustavy před vzorkem) a objektivu 
(optické soustavy za vzorkem) se vůči sobě mírně vychýlí a tím se zbytečně zvětší otvorová 
vada objektivu a zhorší se kvalita obrazu. Mezi kondenzorem a vzorkem se nachází soustava 
deflektorů (malých magnetických či elektrostatických součástek ohýbajících elektronový 
svazek), která dokáže svazek posunout nebo vychýlit o daný úhel zpět. Cílem procedury 
centrování elektronového svazku je vychýlit elektronový svazek zpět tak, aby byl co 
nejkolineárnější s optickou osou objektivu. 
Procedura spočívá v tom, že se obraz mírně rozostří tak, že vzorek posune mimo 
předmětovou rovinu objektivu a zkoumá se efekt vychýlení primárního svazku na posun 
obrazu. Pokud je totiž vzorek mimo předmětovou rovinu objektivu, jak ukazuje Chyba! 
Nenalezen zdroj odkazů., každý jeho bod se zobrazuje do předmětové roviny pod úhlem 
závislým na úhlu dopadu svazku, takže změna úhlu dopadu svazku způsobí translační posun 
bodu v předmětové rovině objektivu, tedy po průchodu objektivem a projektivem translační 
posun v obraze, viz Chyba! Nenalezen zdroj odkazů.. 
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Obr. 8 Efekt vychýlení primárního paprsku v TEMu na posunutí obrazu 
Je zřejmé, že pokud je svazek správně vycentrovaný, pak jeho vychýlení na obě strany 
bude znamenat stejně velký, pouze opačně orientovaný, translační posun v obraze. Pokud 
však již na začátku vůči optické ose objektivu vychýlen, tj. nedopadá kolmo na předmětovou 
rovinu, vychýlení na každou stranu způsobí jinak velký translační posun v obraze. Cílem 
centrující procedury je tedy najít takovou polohu svazku (vstupní parametry deflektorů), pro 
které stejné vychýlení na obě strany způsobí stejný translační posun v obraze. Vychylování se 
děje ve dvou osách, ale ty můžeme považovat za nezávislé, takže můžeme provést proceduru 
pro jednu osu a poté pro druhou. Metody pro měření translačního posunu v obraze jsou 
popsány v kapitole 5. 
3.2.3 Centrování obrazu 
Procedura centrování obrazu se týká projektivu, tj. poslední čočky na trase 
elektronového svazku, jejímž úkolem je pouze nastavování výsledného zvětšení obrazu na 
stínítku. Aby projektiv zanášel do výsledného obrazu minimální rozostření, musí elektronový 
svazek opět procházet co nejlépe po jeho optické ose. Ke korekci polohy svazku slouží další 
sada deflektorů, tj. malých magnetických či elektrostatických součástek schopných svazek o 
daný úhel a po jisté vzdálenosti jej vrátit zpět, translačně posunutý. 
Procedura centrování obrazu spočívá v tom, že se periodicky mění zvětšení 
projektivové soustavy, tedy i zvětšení obrazu, a sleduje se poloha osy (bodu v obraze), podle 
níž změna zvětšení probíhá. Pokud je projektivová soustava elektrostatická, způsobí v obraze 
pouze změnu zvětšení, pokud je magnetická, způsobí i rotaci, v každém případě však podle 
stejné osy. Tato osa by měla být ideálně uprostřed obrazu, takže cílem procedury je najít 
takové nastavení deflektorů, které posune osu změny velikosti (příp. i rotace) doprostřed 
obrazu. Metody pro hledání osy jsou popsány v kapitole 5. 
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3.2.4 Korekce astigmatismu objektivu 
Objektiv je čočka, která pracuje s největšími aperturními úhly a je tedy nejvíce 
náchylná na všechny vady, a to včetně astigmatismu. Pokud se na objektivu objeví nepatrná 
nerovnoměrnost optických parametrů v osách kolmých na optickou osu, projeví se to v obraze 
jako rozdílné rozostření v různých směrech (jeden bod vzorku se zobrazí na stínítku místo na 
malou kruhovou plochu na malou eliptickou plochu, v extrémním případě na úsečku).  
Ke korekci astigmatismu objektivu se, podobně jako u rastrovacího mikroskopu, 
používají tzv. stigmátory, tj. malé magnetické kvadrupóly či oktupóly, které v závislosti na 
velikosti a orientaci proudu ve svých cívkách svazek mírně fokusují v jednom směru a naopak 
defokusují v kolmém směru. Smyslem korekce astigmatismu je najít takové nastavení 
stigmátorů (jedná se o dva parametry, jeden pro osu x a jeden pro osu y), pro které bude mít 
elektronový svazek průřez co nejbližší kruhovému.  
Vyhodnocení astigmatismu se provádí analýzou výstupního obrazu a konkrétními 
metodami se zabývá kapitola 4.  
3.2.5 Real-time stabilizace obrazu 
Bylo změřeno, že zhruba prvních 15 minut po zapnutí TEMu se parametry některých 
optických prvků pomalu ustalují a obraz se pomalu translačně posouvá. To může být pro 
uživatele nežádoucí, a tak vznikl požadavek na stabilizaci obrazu. Procedura spočívá v tom, 
že program periodicky zjišťuje rychlost a směr pohybu obrazu pomocí metod lícování snímků 
popsaných v kapitole 5 (uvažujíc pouze translační posun) a koriguje ji posouváním 
elektronového svazku příslušnou rychlostí příslušným směrem. Relaci mezi vektorem 
rychlosti posouvání obrazu a vektorem rychlosti ideálního posouvání svazku zjistí program na 
začátku procedury experimentálně. Při záměrném posunutí zorného pole uživatelem o velkou 
vzdálenost se program pozastaví, vynuluje svoje data a po ustálení (tj. po nalezení 
spolehlivého a rozumně malého posunu mezi posledními dvěma snímky) pokračuje. Pokud je 
posun neměřitelně malý a setrvá tak určitou dobu, program skončí. 
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4. Detekce ostrosti a astigmatismu 
Detekce ostrosti, resp. astigmatismu obrazu se používá v procedurách ostření, resp. 
korekce astigmatismu obou typů mikroskopů k vyhodnocení vhodnosti daného nastavení, což 
umožňuje nalezení optimálního nastavení parametrů z předem daných intervalů. Požadavkem 
na metody detekce ostrosti tedy je, aby jejich výstupem bylo jedno číslo. U detekce 
astigmatismu je potom vhodné mít ještě informaci o směru astigmatismu. Astigmatismus je 
vada spočívající v různém rozostření obrazu v různých směrech, takže metody jeho detekce 
budou pouze rozšířením metod detekce ostrosti. Využití těchto metod je popsáno v kapitolách 
2.2.1, 2.2.2, 2.2.3, 3.2.1 a 3.2.4. 
Tato práce se zabývá dvěma hlavními způsoby detekce ostrosti a astigmatismu – 
metodou využívající frekvenční oblasti a metodou variance a gradientními metodami 
v prostorové oblasti. 
4.1 Analýza ve frekvenční oblasti 
Základní myšlenkou měření ostrosti ve frekvenční oblasti je, že pokud si obraz 
představíme jako dvojrozměrný signál, u rozostřeného obrazu budou potlačeny vyšší 
frekvence, tj. při zobrazení amplitudové Fourierovy transformace uvidíme menší „světlou 
skvrnu“ v oblasti nižších frekvencí, než u ostrého obrazu. Oblastí příliš vysokých frekvencí, 
tj. blížících se Nyquistově frekvenci (nejvyšší zobrazitelná frekvence v obraze, rovna 
polovině vzorkovací frekvence), se nemá smysl zabývat, protože na nich se jedná většinou o 
šum. V literatuře [2] je metoda popsána pod názvem „Frequency domain method“. 
4.1.1 Výpočet ostrosti 
Algoritmus metody spočívá v tom, že se na obraze provede rychlá diskrétní 
Fourierova transformace (FFT), z ní se vezme pouze amplitudová složka a ta se ještě ořízne 
kruhovým nebo čtvercovým oknem dané velikosti tak, aby z ní zůstaly jen nízké frekvence 
(na vyšších předpokládáme šum). Tvar okna ovlivní výpočet poměrně málo, takže pro snazší 
zápis můžeme předpokládat čtvercové okno, které odřízne frekvence, které jsou v některé ose 
vyšší než Ω (tj. v případě klasického zobrazení FFT s nulovou frekvencí uprostřed a 
Nyquistovou frekvencí na krajích jde o čtverec o straně 2Ω, umístěný uprostřed). Potom 
můžeme výpočet zapsat vztahem: 
         
 
   
                                                                                                              
 
    
 
    
 
kde F(u,v) značí hodnotu Fourierovy transformace na frekvencích u a v.  
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Obr. 9 Průběh frekvenčního měření ostrosti pro různé limitní frekvence Ω (zdroj: 
literatura [3])  
Na Chyba! Nenalezen zdroj odkazů. je zobrazen průběh měření ostrosti během 
prohledávání intervalu, pro různá nastavení limitní frekvence Ω. Optimální hodnota je někde 
uprostřed intervalu, takže správně nastavený výpočet by tam měl vytvořit výrazný peak. Na 
obrázku vidíme, že výpočet lze považovat za spolehlivý pro hodnoty Ω = 50 a Ω = 25 (u 
obrazu o velikosti 512x512 pixelů, tedy Nyquistově frekvenci 256). Je zřejmé, že čím je Ω 
větší, tím více výpočet bere v úvahu šum a čím je naopak Ω nižší, tím je větší 
pravděpodobnost, že výpočet nevezme v úvahu některé z ostřejších charakteristik obrazu.  
Vzhledem k tomu, že amplitudové vyjádření FFT pro reálný vstup (tj. reálné, nikoliv 
komplexní, hodnoty) je středově souměrné, lze výpočet podle vzorce (4.1) provádět jen na 
polovině zmíněného čtverce, uříznuté přímkou libovolného směru procházející středem. To 
však výpočet příliš neurychlí, protože drtivou většinu výpočetního času zabere samotná 
Fourierova transformace.  
Výpočet ostrosti podle frekvenčního kritéria lze najít v aplikaci na CD. 
4.1.2 Výpočet astigmatismu 
Frekvenční metoda umožňuje i přímý výpočet astigmatismu. Při astigmatickém 
rozostření obrazu bude centrální oblast vyšších hodnot v amplitudovém vyjádření FFT mít 
eliptický tvar místo kruhového, viz Chyba! Nenalezen zdroj odkazů.. 
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Obr. 10 Amplitudová FFT astigmatického snímku 
Opět můžeme předpokládat, že FFT bude vytvořena z reálných hodnot a tedy bude 
amplitudové vyjádření středově souměrné, takže stačí brát v úvahu jeho polovinu.  Pro 
výpočet astigmatismu stačí uvažovanou polovinu amplitudového vyjádření FFT rozdělit na 4 
části, viz Chyba! Nenalezen zdroj odkazů., a pro každou část provést výpočet podle 
upraveného vzorce: 
         
 
  
         
 
                                                                                                                  
kde Ψ je trojúhelníková oblast omezená jednak opět limitní frekvencí Ω a jednak 
úhlovým rozdělením a NΨ je počet pixelů v oblasti Ψ. 
Na Chyba! Nenalezen zdroj odkazů. je vidět, že u astigmatického snímku se hodnoty 
v jednotlivých trojúhelníkových oblastech mohou výrazně lišit. Vyšší hodnota znamená vyšší 
ostrost v daném směru. Úkolem korekční procedury potom bude nastavit oba stigmátory tak, 
aby byly 4 hodnoty co nejpodobnější. Snížit počet oblastí na 2 není možné, protože pak by 
nebylo možno detekovat astigmatismus ve směru poblíž rozdělovací čáry. Ze stejného důvodu 




Obr. 11 Měření astigmatismu frekvenční metodou 
Měření astigmatismu ve frekvenční oblasti lze najít v aplikaci na CD. Tato metoda se 
ukazuje jako poměrně spolehlivá. Jedinou její nevýhodou je, že je částečně závislá na 
vlastnostech samotného obrazu – pokud se v něm např. objevuje nějaká periodická struktura 
na určité frekvenci, v amplitudové FFT se projeví jako peak na určité frekvenci (na Chyba! 
Nenalezen zdroj odkazů. je jich také několik vidět), což může ovlivnit výsledek a 
autokorekcí procedura to může korigovat opačným směrem. Tento efekt však u reálných 
snímků bývá zanedbatelný. 
4.2 Metoda variance 
Metoda variance je v praxi často používaná metoda měření ostrosti (detekci 
astigmatismu bohužel neumožňuje). Je oblíbená proto, že pracuje v prostorové oblasti, tj. 
nepoužívá FFT a je velice rychlá.  
Její základní myšlenkou je, že při rozmazání snímku se hodnoty blízkých pixelů 
„průměrují“ podle nějaké váhové masky (tj. impulsové charakteristiky, např. rotační 
Gaussovy křivky), následkem čehož se nějakým způsobem „sbližují“ a klesá jejich variance. 
Varianci jakékoliv množiny čísel spočítáme podle vzorce: 
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kde X je množina čísel, xi její prvek, N počet jejích prvků a µ je její střední hodnota. 
Po dosazení a úpravách můžeme vzorec zapsat ve tvaru: 
       
 
 










                                                                                                       
Při aplikaci na diskrétní digitální obrázek za množinu X dosadíme množinu hodnot 
jasu všech jeho pixelů, takže výsledný vzorec bude mít tvar: 
       
 
   
           
   
   
   
   
  
 
   
        
   
   
   
   
 
 
                                                          
kde G(i,j) je dvojrozměrná jasová funkce snímku a w, resp. h, jsou jeho šířka, resp. 
výška, v pixelech. 
 Je zřejmé, že výpočet podle vzorce (4.4) zahrnuje pouze jeden průchod obrázku a 
uložení hodnoty jasu každého pixelu a jejího kvadrátu, takže je nesmírně rychlý. Používáním 
v elektronovém mikroskopu se však ukazuje, že výpočet je příliš náchylný na aditivní šum a 
na hardwarové nastavení kontrastu, takže byl vyhodnocen jako nevhodný. Metodu lze najít 
v aplikaci na CD. 
4.3 Gradientní metody 
Gradientní metody se provádějí, podobně jako metoda variance, v prostorové oblasti. 
Na rozdíl od metody variance však berou v úvahu vzájemnou polohu pixelů a také jimi lze 
určovat ostrost v různých směrech, takže je lze použít i pro detekci astigmatismu. Gradientní 
metody spočívají ve změření průměrné absolutní hodnoty gradientu jasu obrazu v určitém 
směru, tj. sečítají se v nich absolutní hodnoty rozdílu jasu pixelů buď sousedních, nebo 
vzdálených o určitou malou vzdálenost d, která musí být menší než velikost detailů v obraze. 
Z hlediska výpočetní doby jsou gradientní metody velmi rychlé, často i rychlejší než metoda 
variance (obzvláště při použití parametru d většího než 1). 
4.3.1 Výpočet ostrosti 
K výpočtu ostrosti stačí určit „průměrný gradient“ jasu v co nejmenším počtu směrů. 
Použít pouze jeden směr není vhodné, protože případný astigmatismus by mohl do výpočtu 
zanést výraznou chybu. Použití dvou směrů se ukazuje jako optimální. Bez apriorní znalosti 
obsahu snímku či astigmatismu na volbě směrů nezáleží, takže je nejjednodušší zvolit směry 
X a Y. Potom může výpočet probíhat např. podle vztahů: 
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kde G(i,j) je dvojrozměrná jasová funkce obrazu, w, resp. h, jsou jeho šířka, resp. 
výška, v pixelech, a d je zvolený parametr určující počet „přeskakovaných“ pixelů a 
nabývající hodnot malých přirozených čísel (při očekávání malých detailů v obraze může být i 
d=1). 
Parametr d určuje jak vzdálenost, na které se měří jednotlivé gradienty, tak i počet 
měření v jednotlivých řádcích/sloupcích. Tyto dva parametry by teoreticky mohly být různé, 
tzn. jednotlivá měření gradientu by se mohla překrývat, nebo by naopak mezi nimi mohly být 
mezery. Navíc by se počet měření mohl lišit v ose, podél níž měření probíhá a v ose kolmé (tj. 
např. že pro výpočet gradientu v ose x by se podél osy x skákalo po třech pixelech, ale 
výpočet probíhal v každém druhém nebo každém řádku). Ukazuje se však, že volbou 
parametru d určujeme jakousi přesnost metody - velké d zvolíme, když očekáváme velké 
rozostření či velké detaily v obraze, takže nám stačí nižší přesnost, tudíž si vystačíme i 
s odpovídajícím způsobem menším počtem měření. Není tedy problém nechat všechny 
parametry na stejné hodnotě, tj. gradient ve všech směrech měřit na pomyslných čtvercových 
oknech naskládaných vedle sebe bez překrytí a bez mezer. 
Ze získaných dvou hodnot „průměrného gradientu“ pro osy x a y lze potom jednu 
hodnotu ostrosti získat např. jejich aritmetickým nebo geometrickým sečtením.  
4.3.2 Výpočet astigmatismu 
V kapitole 4.1.2 je vysvětleno, že pro spolehlivou detekci astigmatismu v jakémkoliv 
směru je potřeba měření minimálně ve 4 směrech, otočených vůči sobě o 45° (měření ve 3 
směrech neuvažujeme, protože vzhledem k pravoúhlosti diskretizační mřížky obrazu není 
z výpočetního hlediska výhodné). Výpočet astigmatismu gradientní metodou lze tedy provést 
podobně, jako je popsáno v předchozí kapitole, pouze s tím rozdílem, že se „průměrný 
gradient“ určí pro větší počet směrů. Nejvýhodnější je použít 4 směry, a to podél osy x, osy y, 




        
       





                     
                     
                       




   
 
   
   
 
   
                                                                 
kde G(i,j) je dvojrozměrná jasová funkce obrazu, w, resp. h, jsou jeho šířka, resp. 
výška, v pixelech, a d je zvolený parametr určující počet „přeskakovaných“ pixelů. 
Každá ze čtyř hodnot potom vyjadřuje ostrost v daném směru (vyšší hodnota znamená 
vyšší ostrost) a úkolem autokorekcí procedury je najít takovou kombinaci nastavení 
stigmátorů v mikroskopu, při které budou všechny čtyři hodnoty co nejblíže u sebe. Metodu 
měření astigmatismu podle vzorce (4.8) lze najít v aplikaci na CD. 
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5. Lícování snímků 
Úkolem lícování snímků je najít parametry prostorové transformace mezi dvěma 
snímky. Při provádění autokorekčních procedur v elektronovém mikroskopu se 
z prostorových transformací uplatňuje zejména translační posun, rotace a změna zvětšení. 
Metod lícování snímků využívají procedury centrování různých optických prvků všech typů 
elektronových mikroskopů (zde se většinou uplatňuje i rotace či změna zvětšení), nebo např. 
stabilizace obrazu či detekce astigmatismu kondenzoru u transmisního elektronového 
mikroskopu (zde se uplatňuje pouze translační posun). Využití metod lícování snímků je 
popsáno v kapitolách 2.2.4, 2.2.5, 3.2.2, 3.2.3, a 3.2.5.  
Existují dva základní přístupy k lícování snímků – univerzální metody (nezávislé na 
obsahu snímků) a metody, které ve snímcích hledají určité předem definované detaily (rohy, 
úsečky, světlé body či složitější struktury) a porovnávají jejich polohu v jednotlivých 
snímcích. Vzhledem k obrovské variabilitě testovacích i reálných, např. biologických, vzorků 
a především k nevyzpytatelnosti jejich zobrazení v reálném obrazovém výstupu 
elektronového mikroskopu se metody hledající konkrétní struktury považují za nevhodné a 
tato práce se zabývá pouze univerzálními metodami, konkrétně metodou nejmenších čtverců 
(využívající pouze prostorovou oblast snímků) a metodou využívající frekvenční oblasti. 
5.1 Metoda nejmenších čtverců 
Metodou nejmenších čtverců v prostorové oblasti lze teoreticky stanovit translační 
posun, rotaci i změnu velikosti, avšak s podmínkou, že všechny tyto transformace jsou 
poměrně malé. Metoda je převzata z literatury [1] a [5], kde je popsána pro translační posun a 
rotaci, změna velikosti je přidána až zde. 
Základní myšlenkou metody je, že při určitém nastavení parametrů translačního 
posunu, rotace a změny velikosti bude mezi zpětně transformovanými obrázky nejmenší 
rozdíl, přičemž rozdíl zde vyjádříme součtem kvadratických odchylek hodnot jasu ve všech 
dvojicích odpovídajících si pixelů obou snímků. 




   
              
             




                                                                                               
kde a,b,θ a k jsou parametry transformace (po řadě translační posun v ose x, v ose y, 
úhel rotace a koeficient zvětšení) a x1, y1, x2 a y2 jsou souřadnice odpovídajících si bodů 
v jednotlivých snímcích, tedy pro libovolnou volbu x1 a y1 by měla platit přibližná rovnice: 
           
                                                                                                                                     
kde G1 je dvojrozměrná jasová funkce referenčního snímku a G2 jasová funkce 
snímku, jehož transformační parametry hledáme. 
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Metoda nejmenších čtverců obecně spočívá v tom, že jako vstupní požadavek zadáme 
rovnici, která by měla přibližně platit pro nějaká naměřená data ve všech jejich bodech, avšak 
obsahuje neznámé parametry. Úkolem je nalezení takových hodnot neznámých parametrů, 
aby byl minimální součet čtverců odchylek levé a pravé strany rovnice pro všechna naměřená 
data. Je dokázáno, že pokud naměřená data vznikla superpozicí nějaké ideální funkce popsané 
zmíněnou rovnicí a šumu s normální (Gaussovou) distribucí, pak kritérium nejmenších 
čtverců skutečně dává parametry funkce, ze které s nejvyšší pravděpodobností naměřená data 
vzešla. Myšlenku lze zapsat vztahem: 
                                         
 
   
   
                                                 
kde N je počet vzorků naměřených dat, yi jsou jednotlivé vzorky naměřených dat, xi 
vzorky referenčních dat (nebo např. souřadnice bodů měření apod.), f(x,P) je předem známá 
ideální funkce a P je vektor hledaných parametrů. 
Samotné hledání vektoru parametrů P, ve kterém se nachází minimum funkce 
vyjadřující součet čtverců odchylek, lze provést buď přímým výpočtem tak, že položíme 
parciální derivace součtu odchylek podle jednotlivých parametrů rovny nule a řešíme 
soustavu rovnic, nebo pokud je soustava rovnic algebraicky neřešitelná, je třeba ji buď 
linearizovat, nebo zvolit nějakou iterační metodu. 
Pro lícování snímků lze kritérium nejmenších čtverců zapsat ve tvaru (sloučením 
rovnic (5.1), (5.2) a (5.3)): 
                                                
 
   
   
   
   
                        
kde w a h jsou šířka, resp. výška snímků v pixelech. 
5.1.1 Řešení pro malou transformaci 
Rovnici (5.4) je potřeba maximálně zjednodušit. Již na začátku jsme učinili 
předpoklad, že parametry transformace jsou malé, proto můžeme pro úhel θ použít paraxiální 
aproximaci: 
                                                                                                                                                            
                                                                                                                                                            
Pak se rovnice (5.4) zjednoduší do tvaru: 
                                  
 
   
   
   
   
                                                       
Nyní provedeme ještě jednu úpravu, která využívá předpokladu malých parametrů 
transformace – budeme předpokládat, že gradient jasové funkce referenčního snímku je po 
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celé délce posunutí každého pixelu konstantní. Zavedeme si pro ten účel proměnné s velikostí 
gradientu v daném místě: 
                
 
 
                                                                                        
                
 
 
                                                                                        
S použitím rovnic (5.8) a (5.9) a po vyškrtání zanedbatelně malých členů rovnice 
dostáváme pro kritérium nejmenších čtverců vztah: 
                                                     
 
   
   
   
   
  
                                     
(5.10) 
kde nová proměnná c slouží pro zjednodušení zápisu a s parametrem k souvisí 
vztahem c = k – 1. Nakonec ještě zavedeme proměnnou pro rozdíl jasu snímků na daných 
souřadnicích: 
                                                                                                                                    
Pak můžeme kritérium nejmenších čtverců zapsat vztahem: 
                           
       
       
       
  
 
   
   
   
   
                                      
Rovnice (5.12) je ve tvaru, který již lze převést na soustavu lineárních rovnic pomocí 
parciálních derivací funkce na levé straně rovnice podle proměnných a, b, θ a c. Nakonec 








    
      
       
 
          
          
         
          
   
      























     
    
    








                                           
Pro zjednodušení zápisu byly odstraněny limity sumačních operátorů (sumy probíhají 
přes všechny pixely snímků), za proměnnými závislými na souřadnicích x a y byly odstraněny 
závorky (x,y) a byly zavedeny proměnné A1 = (xDY – yDX) a A2 = (xDX + yDY). 
Pro jiné kombinace očekávaných prostorových transformací se soustava rovnic může 
výrazně zjednodušit. Například pro změnu velikosti bez rotace, která např. nastává při 







   
           
       
      


















     
    






                                                                 
Translační posun musí být přítomen vždy, protože samotná rotace nebo změna 
velikosti jsou uvažovány podle osy procházející levým horním rohem obrázku a pokud tyto 
rotace probíhají podle jiné osy, počítají se jako rotace o tentýž úhel, resp. změna velikosti 
s týmž koeficientem, podle levého horního rohu, a následný translační posun. 
V případě samotného translačního posunu pak bude mít soustava rovnic tvar: 
 
   
      
        
 
   
 
 
   
     
     
                                                                                      
Vyřešením soustavy rovnic (5.13), (5.14) nebo (5.15) získáme parametry 
nejpravděpodobnější transformace mezi snímky, avšak pouze za splnění podmínky, že 
transformace jsou tak malé, že na dráze posunutí kteréhokoliv bodu je gradient jasu 
referenčního snímku přibližně konstantní. Tuto podmínku můžeme obvykle považovat za 
splněnou pouze při translačním posunu o nejvýše 1 až 2 pixely a odpovídajícím malém úhlu 
rotace či koeficientu změny velikosti. Většinou však očekáváme větší transformaci, proto 
musíme použít iterační metodu popsanou v následující kapitole. 
5.1.2 Pyramidová iterace 
Myšlenkou pyramidové iterace je, že při zmenšení snímků se zmenší i dráha posunutí 
jednotlivých bodů snímku vyjádřená v pixelech, čímž je možné dosáhnout splnění podmínky 
z předchozí kapitoly, že dráha posunutí každého bodu by neměla přesáhnout 1 až 2 pixely. 
Přesnost výpočtu je možno zachovat tak, že po zjištění „hrubých“ parametrů transformace 
daný snímek podle nich transformujeme a v dalším kroku bude stačit pro splnění podmínky 
menší zmenšení a takto můžeme pokračovat až k nezmenšeným snímkům a dosáhnout stejné 
přesnosti, jako kdyby byla podmínka malých transformací splněna od začátku. Princip je 
znázorněn na Obr. 12. 
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Obr. 12 Princip pyramidové iterace 
Volitelnými parametry pyramidové iterace jsou počáteční zmenšení, změna zmenšení 
mezi jednotlivými kroky a konečné zmenšení. Vzhledem k tomu, že snímky z různých 
digitálních zařízení, včetně elektronových mikroskopů, většinou přicházejí v rozměrech, kde 
každá strana je mocninou dvojky, přinejhorším nějakým jejím malým násobkem, je vhodné 
všechny tyto parametry volit také jako mocniny dvojky, např. počáteční zmenšení 16x (v 
obou osách), krok změny zmenšení 2x a konečné zmenšení 2x nebo 1x (tj. iterace končící na 
snímcích v poloviční nebo původní velikosti). Pro větší jistotu, že transformace 
v následujícím kroku bude splňovat podmínku malého posunutí jednotlivých bodů, je možné 
výpočet pro jedno dané zmenšení několikrát opakovat. V praxi se však ukazuje, že pro reálné, 
nepříliš zašuměné snímky to není třeba. 
Výhodou tohoto postupu je také jeho výpočetní rychlost. Ze vzorců (5.13) až (5.15) je 
vidět, že výpočet bude jednou procházet každý pixel obou snímků a do pomocných 
proměnných přičítat nějaké hodnoty, takže doba výpočtu bude přímo úměrná počtu pixelů ve 
snímcích. Pokud tedy použijeme pyramidovou iteraci s krokem změny zmenšení např. 2x a 
konečným zmenšením 1x, pak podle vzorce pro součet geometrické posloupnosti celková 
doba výpočtu nepřesáhne  
 
   
 





  doby jednorázového výpočtu pro nezmenšené snímky 
(plus dílčí transformace zmenšených snímků, které jsou však také poměrně rychlé). Pokud 
navíc zvolíme konečné zmenšení např. 2x nebo 4x, výpočet může být ještě rychlejší než 
jednorázový. 
Lícování snímků s použitím tohoto postupu se subjektivně ukazuje jako velmi 
spolehlivé pro detekci translačního posunu, poměrně spolehlivé i při detekci jednoho dalšího 
parametru (rotace nebo změny velikosti), avšak poměrně nespolehlivé při detekci všech čtyř 
parametrů naráz. Tam je již vhodnější použít metodu využívající Fourierovy transformace. 
V každém případě je velkou výhodou této metody rychlost výpočtu, která je taková, že 
snímky v rozlišení 512x512 a obrazové frekvenci kolem 15 Hz je možné lícovat na běžném 
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stolním počítači v reálném čase, jak je popsáno v literatuře [5]. Metodu lze najít v aplikaci na 
CD. 
5.2 Využití Fourierovy transformace 
Fourierova transformace je velmi známým algoritmem, pomocí nějž se převádí signál 
(tedy i obraz) z prostorové domény do frekvenční. Při diskrétním počítačovém zpracování lze 
využít tzv. „rychlé Fourierovy transformace“ (FFT, Fast Fourier Transform), která využívá 
určitých symetrií ve výpočtu a umožňuje jej provést rychleji se stejným výsledkem. 
Při lícování snímků lze FFT s výhodou využít pro několik jejích vlastností: 
 Konvoluce v prostorové doméně odpovídá prostému součinu ve frekvenční 
doméně, čehož lze využít např. k rychlému „vyzkoušení“ všech kombinací 
translačního posunutí, viz kapitola 5.2.1. 
 Rotace podle libovolného bodu v prostorové doméně odpovídá rotaci podle 
středu (nulové frekvence) ve frekvenční doméně a změna velikosti podle 
libovolného bodu v prostorové doméně odpovídá ve frekvenční doméně 
opačné změně velikosti, také podle středu (nulové frekvence). Toho lze využít 
pro separaci rotace a změny velikosti od translačního posunu, viz kapitola 5.2.2 
5.2.1 Fázová korelace pro translační posun 
Při výpočtu samotného translačního posunu lze využít Fourierovy transformace k tzv. 
fázové korelaci, tj. postupu, kdy je rychle vypočítána vzájemná korelace obou snímků pro 
všechny celočíselné hodnoty vzájemného translačního posunu a poté vybrána hodnota 
(dvojice koeficientů pro osy x a y), ve které je korelace maximální.  
Metoda je výhodná pro velké posuny, protože je na jejich velikosti, na rozdíl od metod 
v prostorové oblasti, nezávislá. Jediným omezením je v tomto směru fakt, že metoda považuje 
snímky za nekonečně velké a periodické, což v případě např. posunu o více než polovinu 
velikosti snímků už může do výpočtu zavádět značnou chybu, pokud snímky ve svém okolí 
periodické nejsou. 
 Metoda také není příliš vhodná pro velmi malé posuny, protože jednak její výpočet 
trvá delší dobu než v prostorové oblasti a jednak poskytuje pouze celočíselný výsledek, tj. 
přesnost na jednotky pixelů. 
Algoritmus metody sestává z aplikace FFT (rychlé Fourierovy transformace) na oba 
snímky, výpočtu tzv. „normalizovaného vzájemného výkonového spektra“, zpětné 
transformaci do prostorové oblasti a nalezení souřadnic maxima, podle následujících vzorců: 
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kde G1(x,y) a G2(x,y) jsou vstupní snímky, operátor   značí Fourierovu transformaci 
(s indexem 
-1
 jde o zpětnou transformaci), R(u,v) je normalizované vzájemné výkonové 
spektrum, operátor * značí komplexně sdružené číslo a Δx a Δy jsou hledané parametry 
translačního posunu.  
 Před provedením počáteční FFT je vhodné přizpůsobit snímky nějakým filtrem 
odstraňujícím tzv. „okrajový efekt“, který může do výpočtu zanést nepřesnost. Okrajovým 
efektem a jeho odstraněním se zabývá kapitola 5.2.3. 
5.2.2 Separace rotace a změny velikosti 
Při výpočtu složitější transformace, např. skládající se z translačního posunu, rotace i 
změny velikosti, bývá obtížné určovat všechny parametry zároveň. Fourierova transformace 
umožňuje separaci rotace a změny velikosti od translačního posunu.  
Je tomu tak proto, že rotace snímku podle libovolné osy způsobí v amplitudovém 
vyjádření FFT rotaci podle středu (podle frekvence 0,0) o stejný úhel a změna velikosti 
snímku podle libovolné osy způsobí v amplitudovém vyjádření FFT změnu velikosti podle 
středu, v opačném poměru. V amplitudovém vyjádření FFT tedy máme rotaci a změnu 
velikosti podle známého středu, tedy bez translačního posunu, a pokud se ji podaří změřit a 
daný vstupní snímek transformovat zpět, zbude v něm samotný translační posun. Metoda byla 
převzata z literatury [1]. Základní schéma metody je znázorněno na Obr. 13. 
 
Obr. 13 Princip separace rotace a změny velikosti 
Problémem nyní zůstává samotná detekce rotace a změny velikosti v amplitudovém 
vyjádření FFT. Víme však, že obě transformace probíhají s jistotou podle středu (podmínkou 
je, že FFT je poskládaná tak, že frekvence 0,0 je uprostřed, jinak jde o čtyři oddělené 
transformace a princip nefunguje), takže můžeme amplitudové vyjádření FFT transformovat 
do logaritmicko-polárních souřadnic se zmíněným středem, čímž se z rotace s jistotou stane 
translační posun v polární ose (např. x) a ze změny velikosti se s jistotou stane translační 
posun v logaritmické ose (např. y). Tím se úloha redukuje na dvě detekce translačního 
posunu, které lze řešit buď metodou nejmenších čtverců (která je pro samotný translační 
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posun mnohem spolehlivější než pro celou čtyřparametrovou transformaci zaráz), viz kapitola 
5.1, nebo fázovou korelací, viz kapitola 5.2.1. 
Při detekci translačního posunu v logaritmicko-polárně transformované FFT však 
nastává několik problémů, které výrazně snižují spolehlivost výpočtu. Prvním je tzv. okrajový 
efekt, který je popsán v následující kapitole 5.2.3 a zanáší do amplitudové FFT kříž 
s vysokými hodnotami, který je pokaždé na stejném místě, takže je poměrně veliké riziko, že 
kterákoliv z metod vyhodnotí translační posun chybně jako nulový. Proto je velmi vhodné 
před provedením FFT okrajový efekt odstranit nějakým filtrem, čímž se zabývá kapitola 
5.2.3. 
Druhým problémem jsou různé další atributy, pocházející pravděpodobně ze šumu, 
které se také v FFT nacházejí pokaždé na stejném místě, čímž komplikují detekci translačního 
posunu. V literatuře [1] je popsán způsob, jak tento efekt redukovat – pomocí projekcí v osách 
x a y. Projekce provádíme pro data z FFT obou snímků transformovaných do logaritmicko-
polárních souřadnic, podle vzorce: 
                  
   
   
                     
   
   
                                                                  
kde FLP(x,y) je diskrétní, logaritmicko-polární vyjádření amplitudové FFT, h je jeho 
výška a w jeho šířka (počty hodnot podél každé osy). 
Tím se atributy zavedené do FFT šumem posčítají podél jednotlivých úseček na 
přibližně stejné hodnoty, čímž jejich „matoucí efekt“ při detekci translačního posunu téměř 
vymizí. Nyní máme pro každý snímek dvojici jednorozměrných charakteristik. Na 
charakteristiky pro polární osu lze rovnou použít některou z lícovacích metod popsaných 
v kapitolách 5.1 a 5.2.1 (obě jsou sice popsány pro dvojrozměrná data, ale lze je intuitivním 
způsobem převést na jednorozměrná). Pouze na charakteristiky pro logaritmickou osu je 
vhodné použít nějaký filtr typu horní propust, protože obvykle vykazují směrem od středu ven 
klesající trend, který může být v obou snímcích velice podobný, což opět snižuje spolehlivost 
metody. Pro tento účel lze použít například odečítání od průměru okolních 50 hodnot. 
 
Obr. 14 Schéma detekce rotace a změny velikosti 
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Celé schéma metody je znázorněno na Obr. 14. Červené a modré šipky znázorňují dva 
možné způsoby řešení, přičemž popsaný modrý způsob prezentuje literatura [1] jako 
spolehlivější. 
Metodu lze najít v aplikaci na CD. 
5.2.3 Odstranění okrajového efektu 
Tzv. „okrajový efekt“ zanáší do výsledné Fourierovy transformace nežádoucí atribut 
ve tvaru kříže podél os x a y, se středem ve frekvenci 0,0, s vysokými amplitudami, viz Obr. 
15. Je způsoben tím, že Fourierova transformace předpokládá, že vstupní snímky jsou 
nekonečné a periodické, takže pokud se hodnoty jasu na okrajích snímků výrazně liší od 
hodnot na protějších okrajích, což bohužel většinou platí, Fourierova transformace to 
vyhodnotí jako ostré hrany, vždy ve stejných směrech a na stejných frekvencích. 
 
Obr. 15 Okrajový efekt v FFT 
V následujících podkapitolách jsou popsány dva možné způsoby odstranění 
okrajového efektu – kruhový filtr a tzv. G-filtr. 
5.2.3.1 Kruhový filtr 
Tzv. „kruhový filtr“ spočívá v tom, že se z obrazu vyřízne kruh a zbytek se nechá 
černý (nulové hodnoty), což způsobí, že ostré hrany se rozloží do všech směrů a „kříž“ 
v amplitudovém vyjádření FFT se tím potlačí. Zapsáno matematicky: 
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kde [xC,yC] jsou souřadnice středu obrazu, w a h jsou jeho šířka a výška a G(x,y) jsou 
data vstupního obrazu. 
Experimenty však ukazují, že pokud kruh vyřízneme skutečně ostře, jak je popsáno 
rovnicí (5.22), kříž v FFT nezmizí zcela. Proto lze použít postupný, např. lineární, přechod 
mezi kruhem a černou oblastí, o zvolené tloušťce d. Rovnice pak může vypadat např. takto (s 
použitím (5.21)): 
           
                    
                   
           
 
       
             
                                       
Pro snímky velikosti 512x512 pixelů se ukazuje vhodné nastavení d v rozmezí 10-50. 
Nevýhodou filtru je, že se jeho použitím zahazuje část obrazové informace, obzvláště při 
použití vyšších hodnot d, což by mohlo vadit při detekci větších transformací, kdy je každá 
společná část obrazu důležitá. Filtr lze najít v aplikaci na CD. 
5.2.3.2 G-filtr 
Tzv. G-filtr popisuje literatura [1] jako „nějaký filtr rozmazávající okraje, který 
redukuje „+„ artefakt ve frekvenční oblasti“. Bylo experimentálně zjištěno, že filtr musí 
pracovat tak, že rozmazáním k sobě přiblíží hodnoty jasu snímku na jeho protějších okrajích, 
aby byl přechod při nekonečné periodizaci plynulý. 
Jeden způsob, jak toho dosáhnout, lze popsat následujícím vztahem (pro osu x): 
         
 
      
    
   
                                 
    
   
          
 
      
    
   
                    
    
   
                                                             





      
                      
       
                
       
                         
           
                                
kde m1(x), resp. m2(x), jsou rozmazávací masky délky d1, resp. d2, s hodnotami 
jdoucími od maxima do minima (např. lineárně, exponenciálně, či po Gaussově křivce), 
přičemž masky mohou a nemusejí být stejné, G(x,y) jsou data vstupního snímku a w je jeho 
šířka v pixelech. 
Filtr je možné aplikovat na každou osu samostatně, pro osu y jsou vzorce analogické. 
Teoreticky sice situace v rozích snímku není zcela nezávislá na pořadí os, ve kterých se filtr 
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aplikuje, ale odchylka je minimální a pro účely odstranění okrajového efektu naprosto 
zanedbatelná. G-filtr lze najít v aplikaci na CD, kde byla zvolena dvojice masek se stejnou 
délkou a Gaussovským průběhem. Vhodné nastavení délky masek (hloubky filtru) se ukazuje 
pro snímky velikosti 512x512 pixelů opět někde v rozmezí 10-50, viz následující srovnání. 
5.2.3.3 Porovnání filtrů 
Na Obr. 16 je zobrazeno potlačení „kříže“ v amplitudové FFT (hodnoty jsou 
zlogaritmovány) pro různé filtry. Filtrace byla provedena podle vzorců z předchozích kapitol, 
v aplikaci dostupné na CD, s použitím známého etalonu pro zpracování obrazu. Je vidět, že 
kruhový filtr „kříž“ potlačuje jen částečně, přičemž u filtru s postupným přechodem je 
výsledek lepší než u ostrého. Výsledky G-filtru jsou zřejmě nejlepší, přičemž u hloubky 32 
není kříž vůbec vidět, zatímco u hloubky 128 již zavádíme do snímku vlastní nežádoucí svislé 
a vodorovné čáry, čímž „kříž“ v FFT zase obnovujeme.  
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Obr. 16 Srovnání filtrů pro redukci okrajového efektu 
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5.3 Optimalizační metody 
Další metodou lícování snímků jsou optimalizační algoritmy. Jejich hlavní výhodou je 
poměrně velká univerzálnost - jednak nepředpokládáme přítomnost žádných konkrétních 
detailů nebo vlastností obrazu, podobně jako u předchozích dvou metod, a jednak principiálně 
nezáleží na typu transformace. Optimalizační metody lze použít pro nalezení jakékoliv 
vzájemné transformace, kterou lze popsat nějakým matematickým způsobem s určitým 
počtem neznámých parametrů, kde počet neznámých parametrů určuje dimenzi 
prohledávaného parametrického prostoru a tím výpočetní náročnost algoritmu. 
Optimalizační algoritmy spočívají ve „zkoušení“ různých hodnot parametrů 
transformace (bodů v parametrickém prostoru), vyhodnocování kvality transformace a hledání 
polohy maxima kvality v parametrickém prostoru. (Někdy se místo vyčíslování kvality 
vyčísluje chyba a pak jde o hledání minima chyby, v této práci však vždy půjde o kvalitu a 
hledání maxima.)  
Optimalizační algoritmus má tedy vždy dvě esenciální části – způsob vyčíslení kvality 
bodu v parametrickém prostoru a samotný algoritmus prohledávání parametrického prostoru. 
Obě tyto části poskytují takřka nekonečné možnosti přizpůsobování konkrétní aplikaci a jejich 
kompletní analýza dalece přesahuje účel této práce, proto zde budou popsány pouze dvě 
základní metody vyčíslení kvality transformace snímku (ty jsou i implementovány v aplikaci 
na CD) a algoritmy prohledávání parametrického prostoru budou pouze nastíněny (jejich 
implementace poskytující výhodný poměr robustnosti ku časové náročnosti je stanovena jako 
cíl budoucí důkladnější analýzy). 
5.3.1 Vyčíslení kvality transformace 
K vyčíslení kvality transformace je potřeba zpracovávaný snímek podle daných 
parametrů transformovat a poté jej nějakým způsobem porovnat s referenčním snímkem a 
vyčíslit, jak dobře do sebe snímky zapadají. 
Hlavním problémem je, že tento proces je při optimalizaci opakován mnohokrát a je 
proto žádoucí, aby probíhal co nejrychleji. Časová náročnost jak transformace snímku, tak 
následného vyhodnocení kvality, zpravidla závisí lineárně na počtu pixelů snímku, tj. 
kvadraticky na jeho rozměru v jedné ose, a ani u jedné části nelze výpočet nijak urychlit 
použitím předchozích výsledků, což znamená, že časová náročnost celého procesu 
optimalizace závisí kvadraticky na rozměru snímku (samotný prohledávací algoritmus je 
zanedbatelně málo časově náročný). 
Experimentálně se ukázalo jako výhodné použití podobného „pyramidového“ 
algoritmu, jaký je popsán v kapitole 5.1.2, tedy použití zmenšených snímků na začátku 
algoritmu a později, při finálním zpřesňování výsledku, použití méně zmenšených či 
nezmenšených snímků.  
Experimentálně bylo však zjištěno, že v tomto případě se nevyplatí použití velkého 
množství koeficientů zmenšení (např. koeficienty 16, 8, 4, 2 a 1), protože při každém 
zmenšení může vyhodnocení kvality dávat mírně odlišné výsledky a pokud je prohledávací 
algoritmus na tyto změny citlivý, mohl by selhat či trvat zbytečně dlouho. Jako ideální postup 
se ukazuje použití jednoho vysokého koeficientu zmenšení s hrubým prohledávacím 
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algoritmem, který předpokládá větší množství lokálních maxim a minim v parametrickém 
prostoru, a poté, po přiblížení k potenciálně globálnímu maximu, použití nižšího koeficientu 
zmenšení s algoritmem, který pouze rychle a s dostatečnou přesností najde maximum. 
Konkrétní hodnoty ideálních koeficientů závisí na velikosti a obsahu použitých snímků, např. 
pro typické snímky ze SEMu se ukazuje jako ideální první koeficient 32 nebo 16 a druhý 4 
nebo 2. 
Kromě velikosti snímků časová náročnost také závisí na interpolační metodě použité 
při transformaci snímku. Nejrychlejší metoda, metoda nejbližšího souseda, je nevhodná, 
protože neumožňuje rozlišení transformací, kde se dané body obrazu pohybují o desetinný 
počet pixelů, což je nutné jak při transformaci výrazně zmenšených snímků, tak při finálním 
zpřesňování výsledku. Druhá nejrychlejší interpolační metoda, bilineární, již toto umožňuje 
zcela dostatečně a je proto zřejmě nejvýhodnější. 
Po zmenšení a transformaci snímku zbývá jej porovnat s referenčním snímkem a 
vyčíslit kvalitu lícování, k čemuž se podle Literatura [6] nejčastěji používá korelace nebo 
vzájemná informace.  
5.3.1.1 Korelace 
Korelace je míra vzájemného vztahu mezi libovolnými signály určená jednoduchým 
vztahem: 
     
                         
      
                                                                                             
kde g1(i) a g2(i) jsou dané signály, µg1 a µg2 jsou jejich střední hodnoty a σg1 a σg2 
jejich směrodatné odchylky. Pro dvojrozměrné signály (snímky) a pro lepší názornost lze 
vztah zapsat ve tvaru: 
  
                                             
                              
 
                              
 
               
kde g1(x,y) a g2(x,y) jsou dané snímky a N je celkový počet pixelů v oblasti, přes 
kterou korelaci počítáme (např. v celých snímcích). 
Korelační koeficient je skalár nabývající hodnoty od -1 do 1, přičemž hodnota 0 
odpovídá zcela nekorelovaným signálům a 1 či -1 odpovídá lineárně závislým signálům (-1 je 
pro invertované signály, tedy lineárně závislé se záporným koeficientem). V případě snímků 
pořízených stejným přístrojem (elektronovým mikroskopem) nepřipadá inverze ani nelineární 
závislost v úvahu, takže je možné předpokládat, že korelace mezi snímky bude v nejhorším 
případě kolem 0 a v nejlepším kolem 1 a platí, že čím je korelace vyšší, tím jsou snímky 
zarovnány lépe. 
Výhodou korelační metody je nepřítomnost nastavitelných parametrů (metoda se nijak 
nemodifikuje), také rychlost výpočtu a nezávislost na střední hodnotě a varianci signálu (tj. na 
jasu a kontrastu obrazu).  
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Nevýhodou je požadavek na lineární závislost signálů, tj. metoda není vhodná např. 
pro multimodální snímky (snímky pořízené různými přístroji), a také, jak vyplývá ze 
srovnání, nižší přesnost (citlivost na špatně zarovnané snímky). 
5.3.1.2 Vzájemná informace 
Vzájemná informace je taktéž mírou vzájemného vztahu mezi libovolnými signály, 
rozšířená na libovolný vztah, bez ohledu na linearitu.  
Výpočet se provádí na základě analýzy tzv. vzájemného rozložení pravděpodobnosti 
(joint probablility density function, Literatura [6]), což lze interpretovat jako vzájemný 
histogram normalizovaný na součet roven 1. Je tedy potřeba hodnoty všech pixelů nejdříve 
„nakvantovat“ (rozdělit do skupin podle jasu) a vytvořit vzájemný histogram o daném počtu 
tříd (dále „rozlišení“), což je u této metody volitelným parametrem. Každé rozlišení poskytuje 
mírně odlišné výsledky, obecně nižší rozlišení znamená nižší citlivost a příliš vysoké rozlišení 
prodlužuje následující výpočet a navíc může způsobit řídkost vzájemného histogramu a tím 
falešnou vysokou ostrost. Histogram může mít různé rozlišení v obou osách (pro oba snímky), 
např. u multimodálních snímků, kde jeden snímek je kvalitní a druhý méně. Experimentálně 
se ukázalo, že již rozlišení 2x2 u vzájemného histogramu poskytuje rozumné výsledky (dobře 
zarovnané snímky dávají vyšší hodnotu koeficientu vzájemné informace než špatně 
zarovnané), a navíc je metoda poměrně robustní vůči šumu. U kvalitních snímků bez šumu je 
možné použít rozlišení např. 10x10, vyšší rozlišení, ač by se intuitivně nabízelo, poskytuje 
téměř stejné výsledky a navíc u zmenšených snímků, které mají malý celkový počet pixelů, 
hrozí u velkého rozlišení histogramu selhání metody. 
Samotný výpočet koeficientu vzájemné informace je určen vztahem, podle Literatura 
[6] : 
               
      
          
  
  
                                                                                             
kde x a y jsou hodnoty jasu, tedy souřadnice ve vzájemném histogramu, p(x,y) jsou 
hodnoty vzájemného rozložení pravděpodobnosti, tedy normalizovaného vzájemného 
histogramu, a p1(x) a p2(y) jsou hodnoty samostatných histogramů jednotlivých snímků, též 
normalizovaných na součet roven 1. Základ logaritmu je volitelný a nemá vliv na nic vyjma 
působení jako multiplikativní konstanta, obvykle se volí základ 2. 
Vzájemná informace je skalár nabývající nezáporných hodnot, přičemž nulové 
hodnoty nabývá tehdy a jen tehdy když proměnné vyjádřené histogramy h1 a h2 jsou 
nezávislé. Maximální hodnota závisí na volbě základu logaritmu a na rozlišení histogramů 
(počtu hodnot v sumách). Platí, že čím je vzájemná informace vyšší, tím jsou obě proměnné 
navzájem závislejší, a je tedy evidentní, že při správném zarovnání snímků bude vzájemná 
informace vyšší než při špatném zarovnání, a to zcela bez ohledu na rozdíl v jasu, kontrastu, 
či nelinearitě. 
Výhodou metody vzájemné informace je vyšší robustnost vůči rozdílným parametrům 
snímků a zároveň vyšší přesnost (citlivost). Nevýhodou je mírně časově náročnější výpočet. 
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5.3.1.3 Srovnání metod korelace a vzájemné informace 
Obě metody byly testovány pomocí testovací aplikace, která je k dispozici na 
přiloženém CD. Z důvodu možnosti pouze dvojrozměrného zobrazení byly k testování 
použity snímky navzájem pouze translačně posunuté (tím je zajištěno hledání pouze dvou 
parametrů transformace – posunu v osách x a y). Oba snímky jsou originální a neupravené 
z rastrovacího elektronového mikroskopu.  
Poznámka k Obr. 17: První snímek (vlevo nahoře) byl považován za referenční a 
druhý snímek (vpravo nahoře) byl pohyblivý. Druhý snímek je pro správné zarovnání třeba 
posunout asi o 15 pixelů nahoru a asi o 5 pixelů doleva. V grafech vodorovná osa značí 
posunutí druhého snímku v ose x od -30 do 30 pixelů, svislá osa posunutí v ose y od -30 do 
30 pixelů a jas každého bodu značí hodnotu vypočtené korelace, resp. vzájemné informace. 
Z výsledku testu je patrné, že nejnižší citlivost vůči špatnému lícování je u korelační 
metody při použití vysokého zmenšení původních snímků, u metody vzájemné informace je 
citlivost vyšší a podle očekávání je také citlivost výrazně vyšší při použití málo zmenšených 
snímků. Je také vidět, že u vzájemné informace záleží na rozlišení histogramů jen velmi málo, 
už při rozlišení 2x2 je výsledek téměř stejný jako při rozlišení 16x16 (u ještě vyšších rozlišení 
už docházelo k chybám způsobeným nedostatkem vzorků, takže dokonce platí, že čím menší 
rozlišení, tím lépe). 
Dále je možné si u výsledku korelační metody všimnout, že trpí nežádoucím 
artefaktem jakéhosi „rozčtverečkování“, který je způsoben posunem o malé zlomky pixelů a 
použitím bilineární interpolace. Je vidět, že při posunu o přibližně celočíselné vzdálenosti je 
korelace menší (snímky byly zmenšeny 16x, takže požadovaný posun o každých 16 pixelů 
odpovídá skutečnému posunu o 1 pixel), zatímco při posunu o přibližně liché násobky 
poloviny pixelu je korelace nejvyšší, což je zřejmě způsobeno tím, že lineární interpolace 
posouvaný snímek mírně rozmaže a ostré nesouhlasné hodnoty jsou tak méně výrazné. Zde je 
vidět nesporná výhoda metody vzájemné informace, která tímto efektem netrpí. 
Závěrem lze říci, že ze začátku optimalizačního algoritmu, kdy preferujeme co 
nejnižší počet co nejširších „peaků“, se vyplatí použít korelační metodu a co nejvíce 
zmenšené snímky, čímž zároveň ušetříme maximum výpočetního času. Na konci algoritmu, 
pro nejpřesnější výsledek, se naproti tomu vyplatí použít málo zmenšené či nezmenšené 
snímky a metodu vzájemné informace (s téměř libovolným rozlišením histogramů), čímž 
získáme ostrý peak bez nežádoucích artefaktů. Při požadavku na rychlý výpočet je velmi 
důležité výrazné počáteční zmenšení snímků – je zřejmé, že zpracování snímků zmenšených 
2x trvá 64krát déle než zpracování snímků zmenšených 16x (např. vytvoření grafu na levé 




Obr. 17 Srovnání metod korelace a vzájemné informace 
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5.3.2 Algoritmy prohledávání parametrického prostoru 
U transformací popsaných v této práci je počet hledaných parametrů vždy 2 až 4. 
Lineární prohledávání intervalu je již u dvouparametrové transformace velice časově náročné, 
a zejména u víceparametrových transformací nemá už vůbec smysl a je potřeba použít 
nějakou sofistikovanou metodu. Vzhledem k tomu, že v obecném případě není možné 
předpokládat u funkce kvality v parametrickém prostoru jeden hladký peak, je nutné použít 
alespoň ze začátku metodu, která zabraňuje uvíznutí v lokálním maximu či „ustřelení“ 
v malém gradientu. 
V praxi se ukazuje, že výhodné je ze začátku použít nějaké formy genetického 
algoritmu, která vychází z množiny náhodných bodů, zahazuje ty s nízkou kvalitou a ty 
s vysokou kvalitou modifikuje (vzájemně kříží či „mutuje“, tj. prohledává okolí) až najde 
hodnotu, která je s nejvyšší pravděpodobností poblíž vrcholu nejvyššího peaku funkce 
kvality. K tomuto prohledávání se použije výrazně zmenšených snímků, což jednak sníží 
pravděpodobnost výskytu nežádoucích lokálních maxim a jednak umožní provedení vyššího 
počtu vyčíslení kvality v rozumném výpočetním čase. Nakonec, pro nalezení skutečných 
ideálních parametrů, je možné použít např. gradientní metodu, která hledá v každém bodě 
gradient kvality a posouvá se v jeho směru, případně půlení intervalu apod., a to při použití 
nezmenšených nebo málo zmenšených snímků, čímž se maximalizuje přesnost výsledku. 
Tyto optimalizační metody byly testovány a správné parametry různých transformací 
se jimi několikrát podařilo najít, i když zatím v neuspokojivě dlouhém čase. Všechny tyto 
metody obsahují množství nastavitelných parametrů a hledání takového nastavení, které u 
všech typů snímků z elektronových mikroskopů zaručí vysokou robustnost lícování a krátký 
výpočetní čas, je předmětem dalšího výzkumu.  
Dalšího výrazného urychlení výpočtu by bylo možné dosáhnout pomocí paralelního 
zpracování. V každém kroku optimalizace, např. v každé generaci genetického algoritmu, 
dochází k velkému množství výpočtů kvality, které jsou vzájemně nezávislé a lze je tedy 
jednoduše paralelizovat. 
5.4 Srovnání metod lícování snímků 
Pomocí testovací aplikace bylo provedeno testování všech tří popsaných metod na 
testovacích snímcích, jak uměle vytvořených tak získaných z reálných mikroskopů. Vzhledem 
k příliš velkému počtu volitelných parametrů a způsobů provedení jednotlivých metod není 
možné jednoduchým způsobem objektivně vyzkoušet všechna nastavení, a proto bylo použito 
jedno statické nastavení, které bylo subjektivně vyhodnoceno jako nejrobustnější vůči selhání 
při používání na mikroskopu. 
Nastavení volitelných parametrů při testování: 
 Metoda nejmenších čtverců: 
o Sekvence zmenšení snímků při pyramidové iteraci: 16x, 8x, 4x, 2x 
 Frekvenční metoda 
o Počáteční zmenšení snímků 2x 
o Kruhový filtr s hloubkou 0,0625 kratšího rozměru snímku 
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o Log. – polární transformace o velikosti 128x128 bodů 
o Rozsah logaritmické (frekvenční) osy od 0,2 do 0,6 – násobku 
Nyquistovy frekvence 
o Filtr projekce na logaritmické ose o frekvenci 8.0 
o Konečné nalezení čistého translačního posunu pomocí metody 
nejmenších čtverců 
 Optimalizační metoda 
o V prvním kroku prohledávání hrubé rovnoměrné mřížky a následné 
prohledávání nejbližšího okolí 10 nejlepších bodů, s použitím metody 
korelace a snímků zmenšených 16x ; jemnost mřížky mírně závisí na 
počtu hledaných parametrů 
o V druhém kroku opakované prohledávání nejbližšího okolí jednoho 
nejlepšího bodu v mřížce 3x3(x3x3) bodů (se stále se zmenšujícím 
rozměrem) s použitím metody vzájemné informace s rozlišením 
histogramů 4 a snímky zmenšenými 2x 
Všechny snímky použité k testování jsou k dispozici na přiloženém CD a testování lze 
reprodukovat pomocí přiložené testovací aplikace použitím přednastavených hodnot (pouze je 
třeba povolovat a zakazovat rotaci a změnu velikosti, podle typu transformace). Výpočetní 
časy v Tabulce 1 slouží pouze pro vzájemné srovnání, protože závisí na použitém procesoru. 
Typ snímků 
(vzájemně pouze translační posun) 


















menší posun 0,863 0,994 0,994 0,995 0,13 0,14 2,63 
větší posun 0,438 0,993 0,993 0,993 0,15 0,13 2,23 
Reálné (SEM) menší posun 0,482 0,842 0,842 0,848 0,13 0,13 2,26 
Reálné (TEM) větší posun 0,248 0,266 0,266 0,271 0,15 0,13 2,59 
Typ snímků 
(vzájemná rotace, změna velikosti a 
translační posun) 



















menší transformace 0,636 0,989 0,989 0,989 0,14 0,30 11,5 
větší transformace 0,487 0,817 0,914 0,920 0,13 0,32 11,5 
Reálné 
(SEM) 
velké homogenní plochy 0,278 0,353 0,310 0,364 0,16 0,30 11,5 
různě ostré snímky 0,424 0,503 0,499 0,510 0,17 0,29 11,7 
oba snímky neostré 0,347 0,442 0,460 0,456 0,18 0,29 11,6 
periodická struktura 0,288 0,740 0,720 0,730 0,15 0,30 11,6 
Tabulka  1 Srovnání metod lícování snímků 
Z výsledku testu, viz Tabulka 1, vyplývá, že u čtyřparametrové transformace je 
frekvenční metoda zpravidla robustnější vůči selhání než prostá metoda nejmenších čtverců, i 
když to neplatí vždy. U čistého translačního posunu mezi těmito dvěma metodami není rozdíl, 
protože se jedná o tentýž výpočet, frekvenční část výpočtu zde nemá smysl. U metody 
optimalizace získáváme zpravidla mírně lepší výsledky než u předchozích dvou metod, avšak 
pokud tyto dvě selžou (viz například snímek z TEMu), optimalizační metoda selže zpravidla 
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také. Optimalizační metoda je však pro použití v reálném čase zcela nevhodná pro svoji 
výraznou časovou náročnost. Je možné, že robustnost optimalizační metody i její časová 
náročnost mohou být zlepšeny použitím sofistikovanějšího optimalizačního algoritmu či 
paralelizací výpočtu. 
Korelace mezi snímky byla vyhodnocena jako velmi dobré měřítko kvality lícování. 
V testovací aplikaci lze ověřit, že vyšší korelace takřka vždy znamená i subjektivně lepší 
zarovnání (snad kromě případu malých hodnot značících kompletní selhání metody). 
Jako ideální metoda pro použití v mikroskopu byla vyhodnocena frekvenční metoda, 
která disponuje přijatelnou robustností, přizpůsobitelností požadavkům uživatele a typům 
snímků a poměrně malou časovou náročností. 
5.5 Hledání osy rotace a změny velikosti 
V různých procedurách centrování, jak je popisují kapitoly 2.2.4, 2.2.5 a 3.2.3, je 
hlavním úkolem nalezení osy (kolmé na rovinu snímků), podle níž probíhá rotace a/nebo 
změna velikosti mezi dvěma snímky. Předchozí metody však slouží pouze pro výpočet úhlu 
rotace, koeficientu změny velikosti a parametrů translačního posunu, takže nyní ujednoťme, 
jak tento výsledek na polohu osy převádět. 
Podle značení v kapitole 5.1 máme po provedení popsaných metod k dispozici tyto 
parametry (pro druhý snímek vzhledem k prvnímu): 
a … translační posun v ose x po provedení rotace a změny velikosti 
b … translační posun v ose y po provedení rotace a změny velikosti 
θ … úhel rotace v radiánech podle levého horního rohu, před translačním posunem 
k … koeficient zvětšení podle levého horního rohu, před translačním posunem 
Je zřejmé, že kombinace těchto transformací je ekvivalentní rotaci a změně velikosti 
podle jiné osy, potom už bez následujícího translačního posunu. Bod, jímž osa ve snímku 
prochází, bude ten, který se po průchodu celou transformací zobrazí sám na sebe. Takže po 
dosazení do rovnice (5.1) dostaneme pro jeho souřadnice soustavu rovnic:  
 
                   
                  
   
  
  
   
  
  
                                                                              
jejímž řešením je: 
   
                   
             
   
                   
             
                                                                                                         
Pro změnu velikosti bez rotace se řešení ještě zjednoduší na: 
   
  
   
    
  
   
                                                                                                                
Tyto přepočty jsou použity v aplikaci na CD. 
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6. Detekce hran 
Využití detekce hran pro urychlení autokorekčních procedur rastrovacího 
elektronového mikroskopu popisuje kapitola 2.2.7. Úkolem je najít „nejzajímavější“ oblast 
obrazu pro detekci ostrosti, astigmatismu apod., tj. oblasti, kde je nejvíce hran a pokud možno 
jsou i v nejrůznějších směrech. A vzhledem k tomu, že primárním účelem je zrychlení, bude 
také žádoucí nižší doba výpočtu. V této kapitole se tedy nebudeme zabývat žádnými příliš 
přesnými, tedy složitými, metodami detekce hran, ani jejich spojováním za účelem hledání 
objektů, ale jednoduchou detekcí hran pomocí konvoluce s maskou a následným rychlým 
hledáním vhodné oblasti. 
6.1 Masky pro detekci hran 
Úloha detekce hran v tomto případě probíhá tak, že se provede konvoluce dat snímku 
s předem zvolenou maskou, která dá na výstupu přímo matici hodnot „pravděpodobnosti 
hrany“ v daném místě. Vzhledem k tomu, že potřebujeme znát i směr hrany, budeme 
aplikovat minimálně dvě masky, pro směr x a y. Pro větší přesnost by bylo možné aplikovat 
ještě masky pro šikmé směry, ale, jak bylo řečeno výše, prioritou je rychlost. 
Některé možné masky: 
Název Směr X Směr Y Šikmý směr 
Gradient (Roberts)        
  
 
   




    
    
    
   
      
   
   
   
     
    
   
  
Sobel  
    
    
    
   
      
   
   
   
     
    
   
  
Robinson  
    
     
    
   
      
    
   
   
     
     
   
  
Kirsch  
    
    
    
   
      
   
   
   
     
    
   
  
Tabulka  2 Masky pro detekci hran 
Některé z popsaných masek mají i verze s větším počtem prvků, avšak protože 
prioritou je rychlost, většími maskami než 3x3 se zabývat nebudeme. 
Dalším možným přístupem k detekci hran je tzv. operátor „LoG“ (z anglického 
Laplacian of Gaussian), který spočívá v tom, že se obraz nejdříve rozmaže pomocí masky 
předem zvolené velikosti s Gaussovským rozložením hodnot a poté se provede druhá 
diference (diskrétní ekvivalent druhé derivace) podle obou os zároveň a výsledkem je pole 
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hodnot, kde průchod nulou značí přítomnost hrany. Tento postup je velmi robustní vůči šumu 
a zároveň dokáže detekovat i poměrně tlusté hrany. Navíc lze provést druhou diferenci přímo 
na Gaussovské masce, čímž se následné hledání hran redukuje opět na jednu konvoluci 
snímku s maskou. Pro případ hledání „zajímavé“ oblasti však jednak nechceme mít hrany 
vyjádřeny průchodem nulou ale vysokou hodnotou, a jednak potřebujeme od sebe oddělit 
jednotlivé směry. Proto bychom nepoužili druhou diferenci ale první (druhá diference 
prochází nulou tam, kde má první diference lokální extrém) a navíc bychom diferenci 
prováděli zvlášť pro různé směry. Kdybychom potom kvůli rychlosti výpočtu stanovili 
velikost výsledné masky na 3x3, dostali bychom masky téměř identické se Sobelovými 
maskami, viz Tabulka  2, takže se tímto řešením nemusíme zvlášť zabývat. 
Pro rychlý výpočet v různých směrech je ideální použít dvě masky, jednu pro směr x a 
jednu pro směr y, čímž získáme pro každý bod obrazu dvousložkový vektor. Jeho velikost pak 
můžeme považovat za výslednou „pravděpodobnost výskytu“ hrany a jeho směr za směr 
hrany. Následné prahování není v tomto případě potřeba. 
6.2 Automatický výřez 
Jak bylo popsáno v kapitole 2.2.7, cílem automatického výřezu je vyříznout z obrazu 
menší oblast pro rychlejší zpracování např. detekce ostrosti nebo astigmatismu či nastavení 
jasu a kontrastu a zároveň minimalizovat riziko, že ve výřezu bude na vzorku nějaká 
monotónní oblast, která do výpočtů zavede chybu. Pokud již máme nalezené vektory hran 
v každém bodě podle předchozí kapitoly, úkolem je najít oblast předem dané velikosti, kde je 
buď nejvyšší součet jejich velikostí, případě jsou i v různých směrech. 
Vstupními parametry procedury jsou jednak velikost požadovaného výřezu a jednak 
velikost „kroku“. Velikost kroku udává přesnost, s jakou se ideální výřez určí. Pokud chceme 
pouze zabránit nalezení monotónní oblasti, nepotřebujeme výřez s pixelovou přesností, ale 
stačí třeba přesnost na čtvrtinu či osminu velikosti výřezu (je potřeba aby velikost výřezu byla 
krokem dělitelná), což významně urychlí výpočet. Pro jednodušší zápis můžeme 
předpokládat, že požadovaný výřez je čtvercový a tedy i krok je stejný v obou osách. Pak 
můžeme proceduru popsat vzorci: 
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kde         je dvousložkový vektor získaný detekcí hran ve dvou osách podle 
předchozí kapitoly, r je zvolený krok, d je velikost požadovaného výřezu (délka strany 
čtverce), [ERX,ERY] jsou složky vektoru        , c je zvolené číslo od 0 do 1 určující, jak moc se 
má brát v úvahu různost směrů hran (0 znamená vůbec) a [xL,yH] jsou výsledné souřadnice 
levého horního rohu výřezu. 
Vzorec (6.1) popisuje zmenšení množství dat na základě vybrané velikosti kroku. 
Vzorce (6.2) popisují sečítání velikostí, resp. jednotlivých složek, vektorů ve zmenšeném poli 
v rámci jedné možnosti umístění výřezu. To lze rychle provádět tak, že při každém posunutí 
okna (výřezu) v ose x se k předchozímu výsledku přičte pravý sloupec, který posunutím 
v okně přibyl a odečte se levý sloupec, který z okna ubyl. Taktéž při posunu v ose y lze 
přičítat spodní řádek a odečítat horní řádek. Pokud tedy použijeme např. „hadovitý“ rastrovací 
pohyb, součty lze provést velmi rychle. Vzorec (6.3) popisuje úpravu uvažující směry hran. 
Pokud jsou hrany v různých směrech, jejich x-ové složky se navzájem přibližně poodečítají, 
stejně jako y-ové složky, takže odmocnina ve vzorci bude mít malou hodnotu. Když budou 
naopak všechny hrany přibližně ve stejném směru, odmocnina bude mít přibližně stejnou 
hodnotu jako člen SABS(m,n). Proto pokud chceme ve výřezu mít hrany v různých směrech, 
zvolíme koeficient c roven 1, pokud nám na směru hran nezáleží, zvolíme c rovno 0. 
Koeficient potom může nabývat i jiných, reálných hodnot, např. hodnoty menší než 0 
způsobí, že hrany ve stejném směru budou preferovány, hodnoty v intervalu (0,1) způsobí 
různé stupně upřednostňování hran ve všech směrech a hodnoty větší než 1 způsobí, že hrany 
v jednom směru mohou mít nižší hodnoty než žádné hrany. Vzorec (6.4) nakonec popisuje 
hledání maximální hodnoty a vynásobení krokem pro získání levého horního rohu výřezu. 
Tento postup je použit v aplikaci na CD. 
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7. Implementace do reálného mikroskopu 
Autokorekční procedury popsané v této práci byly úspěšně implementovány do 
reálných elektronových mikroskopů firmy Delong Instruments a.s. 1). Jednotlivé procedury či 
jejich části byly testovány jak na SEMu, tak na TEMu.  
U testovacího TEMu bohužel v době testování nebyl k dispozici všechen potřebný 
hardware pro provedení kompletní automatické korekce (konkrétně chybělo elektronické 
ovládání posunu v ose z, nutné pro zaostřování a rozostřování). 
U SEMu se podařilo automatizovat celou sekvenci autokorekčních procedur tak, že 
není nutný žádný zásah uživatele, vyjma stisku jediného tlačítka. Při testování byl pořízen 
videozáznam, jehož části odpovídající procedurám popsaným v této práci jsou k dispozici na 
přiloženém CD. Vzorkem použitým k testování bylo lepidlo používané k přilepení podložky 
se vzorkem, nalezené na okraji zobrazovací plochy. 
Kompletní sekvence korekčních procedur u SEMu: 
1. Inicializace počátečních hodnot 
2. Automatický výřez (viz kapitoly 2.2.7, 6.2 a 7.3 a videozáznam na CD) 
3. Korekce jasu a kontrastu ve výřezu (viz kapitola 2.2.6) 
4. Hrubé zaostření magnetickou objektivovou čočkou ve výřezu (viz kapitoly 
2.2.1, 4.1.1 a 7.1 a videozáznam na CD) 
5. Nová korekce jasu a kontrastu ve výřezu 
6. Zrušení výřezu (snímání opět přes celé zorné pole) 
7. Centrování svazku (viz kapitoly 2.2.3, 5.5 a 7.2 a videozáznam na CD) 
8. Nový automatický výřez 
9. Současné jemné zaostření a korekce astigmatismu pomocí magnetické 
objektivové čočky a magnetických oktupólových stigmátorů (viz kapitoly 
2.2.2, 4.1.2) 
10. Zrušení výřezu (snímání opět přes celé zorné pole) 







 POZNÁMKA: Implementace automatických korekcí do elektronových mikroskopů byla 
týmovým projektem. Práce autora této práce spočívala v implementaci automatického výřezu, korekce 
jasu a kontrastu a procedury lícování snímků pro centrování elektronového svazku. 
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7.1 Automatické zaostřování 
Hrubé zaostřování (viz bod 4 v sekvenci procedur v předchozí kapitole) je jednou 
z nejdůležitějších korekčních procedur a jejím účelem je zajistit, aby v obraze bylo vůbec 
něco vidět a bylo možné provádět další procedury. Hloubka ostrosti elektronového 
mikroskopu je totiž poměrně malá a často se stává, že při zapnutí mikroskopu je obraz tak 
rozostřený, že v něm není vidět nic. 
Jako fyzický mechanismus zaostřování mikroskopu byla pro lepší bezpečnost zvolena 
úprava proudu v objektivové čočce, protože se při ní neoperuje s vysokým napětím a nehrozí 
tak nebezpečí výboje. Algoritmus hrubého zaostřování spočívá v rychlém lineárním 
procházení předem daného intervalu (asi 5 hodnot), nalezení nejlepší ostrosti pomocí 
frekvenční metody (viz kapitola 2.2.1) a následném stejně rychlém lineárním procházení 
nejbližšího okolí nalezeného bodu (opět asi 5 hodnot).  
Bylo experimentálně ověřeno, že tento způsob prohledávání je dostatečně robustní 
vůči tvaru vzorku (pokud byl přítomen jakýkoliv vzorek, procedura nikdy neselhala) a 
poskytuje dostatečně přesný výsledek pro vykonání následujících procedur, viz Obr. 18. 
Procedura se provádí na výřezu o velikosti 256x256 pixelů v zorném poli o velikosti 512x512 
pixelů. 
 
Obr. 18 Výsledek automatického zaostřování 
Videozáznam provádění procedury je k dispozici na přiloženém CD. Jemné 
doostřování se současnou korekcí astigmatismu bylo testováno na mikroskopu stejným 
způsobem, avšak demonstrace není možná, protože výsledek není pouhým okem viditelný. 
7.2 Automatické centrování svazku 
Procedura automatického centrování svazku (viz bod 7 v sekvenci procedur) slouží 
k nastavení elektronového svazku co nejpřesněji na optickou osu mikroskopu, čímž se 
minimalizuje otvorová vada jednotlivých optických prvků a maximalizuje rozlišení 
mikroskopu při velkých zvětšeních. 
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Algoritmus spočívá ve vyčíslení vektoru translačního posunu mezi středy dvou 
následujících snímků při dané malé změně urychlujícího napětí, po odstranění rotace a změny 
velikosti podle středu (viz kapitola 5.5). Tento vektor se poté vyčíslí při jednotkovém 
vychýlení svazku v osách x a y a z jeho změn se určí parametry vychýlení potřebné k tomu, 
aby byl vektor posunutí středu nulový. Celkem je tedy sejmuto 6 snímků (dva pro výpočet bez 
vychýlení a dva pro jednotkové vychýlení v každé ose) a výsledkem je situace, kdy se při 
změně urychlovacího napětí obraz otáčí podle středu. Pro výpočet transformace mezi snímky 
byla použita frekvenční metoda (viz kapitola 5.2). Tuto proceduru je nutné provádět bez 
výřezu, tedy na celém zorném poli, z důvodu maximalizace překrývajících se částí při 
lícování.  
 Centrovací procedura při testování dopadala poměrně úspěšně, při požadavku na ještě 
větší přesnost je možno následně použít větší zvětšení a pokračovat iterativně stejným 
způsobem (tj. dalších 6 snímků). Toto zpřesnění má však na rozlišení pouze zanedbatelný 
vliv. Použitá frekvenční metoda se ukázala být poměrně robustní vůči mírně nekvalitním 
snímkům, avšak u velmi nekvalitních často selhávala. Na tomto místě se nabízí použití 
optimalizačních metod (viz kapitola 5.3), které jsou předmětem dalšího výzkumu. 
Videozáznam procedury a jejího výsledku je k dispozici na CD. 
7.3 Automatický výřez 
Procedura automatického výřezu slouží ke zrychlení ostatních korekčních procedur 
pomocí nalezení „zajímavé“ části obrazu, ve které je nejnižší pravděpodobnost jejich selhání 
z důvodu jednolitosti vzorku, a přes kterou je možné rastrovat rychleji než přes celé zorné 
pole. Tato procedura má smysl pouze u rastrovacího mikroskopu. 
„Zajímavou“ částí rozumíme takovou oblast, ve které se vyskytuje velký počet 
kontrastních přechodů, nejlépe ve všech směrech, a tedy bude nejvýrazněji modulována při 
zaostřování či korekci astigmatismu a zároveň slouží jako dobrá referenční oblast pro 
nastavení jasu a kontrastu. Algoritmus vyhodnocování „kvality“ dané oblasti je popsán 
v kapitole 6.2. 
 
Obr. 19 Výsledky automatického výřezu 
Procedura byla testována pro výřez o velikosti 256x256 pixelů ze zorného pole o 
velikosti 512x512 pixelů. Byly nalezeny její optimální parametry pro použití v daném 
mikroskopu, a to zmenšení 8x a koeficient c o hodnotě 1. Při tomto nastavení procedura 
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fungovala zcela bezchybně (nastavovala výřez stejně jako by jej intuitivně nastavil člověk) 
bez ohledu na kvalitu obrazu či vlastnosti vzorku. Příklady funkce procedury jsou zobrazeny 




V této práci je popsána fyzikální podstata nejdůležitějších korekcí elektronového 
mikroskopu, konkrétně zaostřování, korekce astigmatismu, centrování elektronového svazku, 
korekce jasu a kontrastu a stabilizace obrazu v reálném čase. Byl také popsán způsob 
manuálního provedení těchto korekcí a na základě těchto poznatků byl navržen způsob jak 
tyto procedury automatizovat, aby mohly být prováděny zcela bez zásahu uživatele. K tomuto 
účelu byly navrženy matematické metody analýzy obrazu, konkrétně analýza ostrosti a 
astigmatismu, lícování snímků a různé modifikace detekce hran. Tyto matematické metody 
byly otestovány pomocí testovací aplikace vytvořené speciálně k tomuto účelu 
v programovacím jazyce C# a s použitím snímků předem nasnímaných z reálného 
elektronového mikroskopu.  
Pomocí testovací aplikace se pro jednotlivé matematické metody podařilo najít 
subjektivně optimální způsob jejich provedení a nastavení jejich volitelných parametrů. 
Komplexní objektivní zhodnocení všech volitelných parametrů a volitelných způsobů 
provedení jednotlivých kroků není možné vzhledem k jejich velkému počtu jednoduše 
provést. 
Metody se podařilo úspěšně implementovat do rastrovacího elektronového 
mikroskopu. Testování kompletní sekvence automatických korekcí proběhlo poměrně 
úspěšně, ve většině případů je po jejím proběhnutí obraz ostrý a se správně nastaveným 
histogramem a lze se přesvědčit i o odstranění astigmatismu a o vycentrování elektronového 
svazku. 
Procedurou, která však nejčastěji při nekvalitním obrazovém výstupu selhává, je 
centrování elektronového svazku. Bylo zjištěno, že důvodem je selhání samotného lícování 
snímků. Z tohoto důvodu pokračuje výzkum možnosti použití optimalizačních metod lícování 
snímků namísto jednorázových metod s použitím Fourierovy transformace. Cílem současného 
výzkumu je najít ideální optimalizační algoritmus a jeho parametry, které by pro dané 
nekvalitní snímky vykazovaly maximální robustnost a zároveň umožňovaly rychlý výpočet 
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Seznam zkratek a symbolů 
Zkratka/Symbol Popis 
CRT typ obrazovky s katodovou trubicí (Cathode Ray Tube) 
FFT rychlá Fourierova transformace (Fast Fourier Transform) 
SEM rastrovací elektronový mikroskop (Scanning Electron Microscope) 
TEM transmisní elektronový mikroskop (Transmission Electron Microscope) 
 
Seznam příloh 
Příloha 1 Návod k použití testovací aplikace (3 strany) 
Příloha 2 CD obsahující: 
 elektronickou verzi práce 
 testovací aplikaci 
 částečný zdrojový kód testovací aplikace (neobsahuje 
zdrojový kód jednotlivých matematických metod) 
 testovací snímky 
 videozáznam testování automatického zaostřování 
 videozáznam testování centrování svazku 
 videozáznam testování automatického výřezu 
 
 
 Příloha 1  
Návod k použití testovací aplikace 
1. Spuštění aplikace 
 Aplikace obsahuje 2 soubory, které musejí být umístěny ve stejném adresáři: 
o Smital_Petr_DP.exe – spouštěcí soubor 
o DIMisc.dll – pomocná knihovna 
 Ke spouštění je potřeba MS Windows a .NET Framework 4 
2. Načítání snímků 
 Snímky lze načíst žlutým tlačítkem “OTEVŘÍT” v levém horním rohu okna aplikace 
 Jsou podporovány formáty bmp, emf, exif, ico, jpg, png, tiff a wmf, na velikosti nezáleží 
 Barevné snímky lze také otevírat i zobrazovat, ale zpracovány jsou jako černobílé 
 Lze načíst libovolný počet snímků naráz (držením tlačítka shift, ctrl nebo tažením myši) 
 Otevřené snímky se zobrazují v levé části okna, výstupy po zpracovaní vždy v pravé části 
 Počet snímků a index aktuálně zobrazeného snímku je zobrazen v číselném boxu nad levým obrázkem (indexy jsou 
od 0 do n-1) 
 Mezi jednotlivými snímky (připadně zároveň mezi jejich zpracovanými ekvivalenty) lze přepínat pomocí 
numerického boxu nebo tlačítky PgUp a PgDown 
 Všechny snímky jsou zobrazeny zvětšené či zmenšené podle velikosti okna (poměr stran je zachován) a tlačítky 
„Zoom – podle okna“ a „Zoom – 1x“ lze přepínat mezi tímto zobrazením a zobrazením ve skutečné velikosti se 
zarovnáním na střed. Obojí je aplikováno zároveň na levý i pravý obrázek. 
 Zelenými tlačítky „<==“ a „==>“ lze listovat v sekvenci provedených zpracovacích procedur, tj. například 
z výstupních snímků udělat vstup pro další zpracování nebo se vrátit o libovolný počet kroků zpět 
 Zeleným tlačítkem „<=+“ lze aktuální výstupní snímky přidat ke vstupním, tj. poté je možné např. provádět mezi 
nimi navzájem lícování 
 Tlačítkem „Smazat aktuální“ lze smazat zobrazený vstupní snímek, včetně odpovídajícího výstupního, případě 
všech dalších jemu odpovídajících v sekvenci procedur 
 Tlačítkem „PrtSc (napravo)“ lze uložit snímek aktuálně zobrazený napravo do vybraného souboru 
3. Detekce ostrosti a astigmatismu 
 Načtěte libovolný počet snímků 
 Klikněte na záložku „Detekce ostrosti a astigmatismu“ vpravo nahoře 
 Nastavte případný parametr: 
o Frekvenční metoda – v textboxu lze nastavit max. uvažovanou frekvenci 
o Varianční metoda – nemá parametry 
o Gradientní metoda – v textboxu lze nastavit krok gradientu v pixelech 
 Klikněte na tlačítko příslušné metody: 
o Frekvenční metoda - lze provést zvlášť test ostrosti nebo astigmatismu 
o Varianční metoda - umožňuje jen test ostrosti 
o Gradientní metoda - jedním tlačítkem se provede naráz test ostrosti ve 4 směrech (tj. slouží i pro test 
astigmatismu) 
 Výsledek se vždy vypíše přímo do obrázku 
 V pravém boxu se zobrazuje průměrný čas zpracování i s vykreslením 
4. Lícování snímků 
 Načtěte snímky (alespoň 2) 
 Klikněte na záložku „Lícování snímků“ vpravo nahoře 
 Lícování 
 o V levé části záložky jsou tlačítka pro lícování pomocí: 
 metody nejmenších čtverců (MNČ) 
 frekvenční metody (FFT) 
 optimalizace 
o Všechny používají nastavení ve skupině „Lícování“, tj.: 
 Zda uvažovat rotaci / zvětšení  (v případě, že jsou oba boxy odškrtnuté, uvažuje se jen translační 
posun a MNČ a FFT dělají totéž) 
 Minimální a maximální zmenšení obrázků během výpočtu 
 U MNČ (a druhého kroku FFT) se provádí pyramidová iterace od max. zmenšení do min. 
zmenšení 
 U FFT se frekvenční část provádí v min. zmenšení 
 U optimalizace rychlost výpočtu výrazně závisí na maximálním zmenšení 
 Zmenšení s koeficientem N se provádí sečtením vždy NxN hodnot jasu 
o Frekvenční metoda navíc používá nastavení ve skupinách: 
 Filtrování snímků 
 typ filtru na odstranění kříže v FFT 
 hloubka filtru, udává se v procentuální části kratšího rozměru obrázku 
 Log. - polární transformace  
 velikost výstupu log.-polární transformace FFT v pixelech (oba rozměry jsou stejné) 
 rozsah logaritmické osy v jednotkách absolutní hodnoty frekvence, udávané jako násobky 
Nyquistovy frekvence, což je polovina rozměru výstupu FFT (tj. např u snímků o rozlišení 
512x512 zmenšených 2x má výstup FFT velikost 256x256, tj. Nyquistova frekvence je 128, 
tj. rozsah od 0,1 do 0,5 znamená frekvence od 12,8 do 64) 
 Projekce 
 přibližná zlomová frekvence filtru typu horní propust aplikovaného na projekci v ose y 
(logaritmická osa), z důvodu odstranění očekávaného sestupného trendu, filtr spočívá v 
odečítání hodnot od průměru okolních N hodnot, kde N je celkový počet hodnot dělená 
udanou „frekvencí“ 
o První snímek (s indexem 0) je vždy uvažován jako referenční a ostatní se lícují na něj 
o Výstupní snímky jsou získány ze vstupních použitím zjištěné transformace, tzn. první je nezměněný a ostatní 
jsou vůči němu nalícované, což lze ověřit např. střídavým stiskem kláves PgUp a PgDn 
o V pravém boxu se zobrazují číselné hodnoty transformace a výsledné korelace a celkový čas výpočtu 
 Nalezení osy rotace / změny zvětšení  
o V levé části záložky jsou tlačítka pro nalezení osy pomocí: 
 metody nejmenších čtverců (MNČ) 
 frekvenční metody (FFT) 
o Ve skupině nastavení lícování je potřeba mít povolenu alespoň rotaci nebo změnu zvětšení 
o Všechna nastavení a výpočty pro zjištění transformace jsou shodné s prostým lícováním, viz předchozí 
odrážka 
o První snímek (s indexem 0) je vždy uvažován jako referenční, druhý (s indexem 1) se lícuje na něj a případné 
ostatní snímky se neuvažují 
o Výstupní snímky jsou shodné se vstupními, transformace není aplikována, pouze je do nich vykreslen bod, ve 
kterém se nachází nalezená osa, v případě že se nachází uvnitř zorného pole. Správnost polohy osy lze ověřit 
střídavým stiskem kláves PgUp a PgDn 
o V pravém boxu se zobrazuje číselná hodnota polohy osy a výsledné korelace (shodná s korelací po lícování) a 
celkový čas výpočtu 
 Pomocné vykreslování pro optimalizaci 
o Tlačítky „Korelace“ a „Vzájemná informace“ v pravé části záložky lze vykreslit závislost korelace / vzájemné 
informace dvou snímků na dvou zvolených parametrech transformace, ve zvolených intervalech 
o Nastavení: 
 Ve dvou výběrech lze nastavit parametr transformace bude na ose x (vodorovná) a na ose y (svislá) 
 Napravo od každého výběru lze nastavit rozsah v obou směrech od nuly (tj. např. hodnota 30 
znamená rozsah osy od -30 do 30), u translačních posunů jsou jednotkou pixely, u rotace radiány a u 
změny zvětšení je to rozdíl koeficientu zvětšení od 1 
 Parametr zmenšení udává zmenšení snímků před výpočtem – doporučuje se vyšší hodnota, jinak 
může výpočet trvat dlouho 
 Rozlišení udává celkový počet hodnot na každé ose – doporučuje se nižší hodnota, jinak může 
výpočet také trvat dlouho 
  Rozlišení histogramu se užívá při rozdělování hodnot jasu do skupin při výpočtu vzájemné informace, 
číslo udává počet skupin 
o Další dva parametry transformace jsou při výpočtech neměnné a jejich hodnoty se berou z nastavení ve 
skupině „Transformace“ 
o První snímek (s indexem 0) je vždy uvažován jako referenční, druhý (s indexem 1) se lícuje na něj a případné 
ostatní snímky se neuvažují 
o Výsledkem je dvojrozměrný černobílý obraz, kde na obou osách jsou zvolené parametry (negativní hodnoty 
jsou vlevo a nahoře, pozitivní vpravo a dole) a jas udává hodnotu korelace či vzájemné informace tak, že 
minimální hodnota v celém poli má černou barvu a maximální bílou barvu (absolutní vzdálenost od 0 či od -1 
tak nelze zjistit) 
o V pravém boxu se zobrazuje celkový čas výpočtu 
5. Detekce hran a automatický výřez 
 Načtěte libovolný počet snímků 
 Klikněte na záložku „Detekce hran“ 
 V levé části vyberte masku pro konvoluci 
o Lze vybrat jednu z předdefinovaných masek nebo zvolit libovolnou vlastní (nemusí se tedy vůbec jednat o 
detekci hran, ale třeba i o rozmazání, zaostření apod.), maska může mít libovolnou velikost 
o Vypsaná maska je použitá pro směr X, pro směr Y se pak použije transponovaná matice 
 Pro konvoluci s vypsanou maskou stiskněte tlačítko „Detekce hran X“ 
 Pro konvoluci s transponovanou maskou stiskněte tlačítko „Detekce hran Y“ 
 Pro zobrazení Pythagorovského součtu těchto dvou výsledků stiskněte tlačítko „Celkové hrany“ 
o Pozn.: Všechny výsledky jsou zobrazeny tak, že černá barva odpovídá minimální hodnotě v celém poli a bílá 
maximální hodnotě 
 Pro vyznačení polohy automatického výřezu stiskněte tlačítko „Automatický výřez“ 
o Nastavení: 
 Počáteční zmenšení – zmenšení snímku před výpočtem, z důvodu odstranění šumu (provádí se 
sečtením NxN hodnot jasu), výsledná poloha výřezu pak je také v násobcích tohoto čísla 
 Velikost výřezu – udává se v pixelech, jde vždy o čtverec 
 Koeficient „všesměrovosti“ – viz text práce 
6.  Pomocné funkce 
 Záložka „Pomocné funkce“ obsahuje tlačítka např. pro provedení jednotlivých kroků lícování frekvenční metodou, 
viz nápisy na tlačítkách 
 Jako parametry se používají nastavení v levé části okna, viz odrážka „Lícování snímků“ 
 Při projekcích se v případě, že jsou načteny alespoň dva snímky, provádí zároveň vzájemné 1-D lícování a výpočet 
vzájemné korelace prvních dvou projekcí v závislosti na posunutí, lze zobrazit tlačítky PgUp a PgDn 
o Ve výstupu s indexem 0 jsou zobrazeny všechny projekce v originální podobě, rozlišené barevně 
o Ve výstupu s indexem 1 jsou zobrazeny ve stejných barvách nalícované na první z nich 
o Ve výstupu s indexem 2 je zobrazen graf závislosti korelace prvních dvou na jejich vzájemném posunutí 
 nulové posunutí je označeno svislou červenou čarou 
 Tlačítkem „Fázová korelace“ lze provést fázovou korelaci, kterou lze také detekovat translační posun (v případě, že 
je ve výstupu jedna malá bílá oblast, ideální translační posun odpovídá její poloze vůči levému hornímu, resp. 
pravému dolnímu rohu) 
 Tlačítkem „Transformace“ lze provést transformaci snímku/snímků podle parametrů ve skupině „Transformace“ 
 Tlačítkem „Výpočet korelace mezi snímky“ lze vyčíslit korelaci mezi různými kombinacemi vstupních a 
výstupních snímků, hodnoty se zobrazují v pravém boxu 
 
 
